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Figura 1. Transcriptoma del intestino medio de hembras de Ornithodoros moubata. 
Clasificación de los transcritos/proteínas anotadas por Función Molecular (A) y por 
Proceso Biológico (B). Los gráficos sólo incluyen las categorías representadas por al 
menos 30 genes. Los números entre paréntesis indican el número de transcritos en cada 
categoría. ......................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 2. Genes diferencialmente expresados (DEG) en el intestino de las hembras 
alimentadas de O. moubata. En abscisas se representa el nivel de expresión de los DEG 
y en ordenadas el cambio en su nivel de expresión (Log fold change) respecto a las 
hembras en ayunas (condición basal). Cada punto representa un gen y los que 
experimentaron un cambio de expresión significativo (log fold change  > 2 ó < -2; p < 
0,05) se representan en rojo............................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 3. Genes diferencialmente expresados en el intestino de las hembras alimentadas de O. 
moubata respecto a las hembras en ayunas. Distribución de la variación en el nivel de 
expresión de los genes sobre-expresados (barras azules) y de los genes sub-expresados 
(barras rojas). .................................................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 4. Familias de dominios proteicos (Pfam) más representativas en los genes 
diferencialmente expresados en el intestino medio de O. moubata. Las barras negras 
representan el número de genes sobre-expresados en cada familia; las barras blancas 
representan el número de genes sub-expresados en cada familia.¡Error! Marcador no 
definido. 
Figura 5. Clasificación por función molecular (A) y por proceso biológico (B) de los genes 
anotados y diferencialmente expresados en el intestino medio de hembras alimentadas de 
Ornithodoros moubata. ................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 6. Niveles de expresión de los genes Om99, Om86, Om29, Om28, Om17 y Om03 en 
garrapatas en ayunas (barras rojas) y garrapatas a las 48 h.p.a. (barras azules), medidos 
por RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) y por RNA-seq. El nivel de expresión de 
cada gen se normalizó (dividió) por su nivel en garrapatas en ayunas y se representó en 
forma de fold change para ambos métodos. .................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 7. Gel de poliacrilamida al 5-20% en Tris-glicina teñido con Sypro Ruby con las 
fracciones de proteína soluble (S) y de membrana (M) del intestino medio de hembras de 
Ornithodoros moubata antes de alimentarse (S-0, M-0) y a las 48 horas post-
alimentación (S-1, M-1). A la derecha se muestran  los 10 fragmentos en que se dividió 
cada carril. ....................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 8. Número de proteínas identificadas en las fracciones del intestino medio de hembras 
de O. moubata en ayunas y alimentadas tomadas a las 48 h.p.s., en cada una de las bases 
de datos interrogadas. ...................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
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Figura 9. Clasificación según la Función Molecular (Gene Ontology) de las proteínas 
identificadas en cada una de las fracciones intestinales obtenidas de garrapatas en ayunas 
(S-0, M-0) y alimentadas (S-1, M-1). Se consideran únicamente las categorías con más 
de 5 proteínas. El porcentaje en cada categoría es la proporción entre el número de 
proteínas en cada categoría, que se indica entre paréntesis, y el total de las identificadas 
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Figura 10. Clasificación según el Proceso Biológico (Gene Ontology) de las proteínas 
identificadas en cada una de las fracciones intestinales obtenidas de garrapatas en ayunas 
(S-0, M-0) y alimentadas (S-1, M-1). Se consideran únicamente las categorías con más 
de 5 proteínas. El porcentaje en cada categoría es la proporción entre el número de 
proteínas en cada categoría, que se indica entre paréntesis, y el total de las identificadas 
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Figura 11. (A) Número de proteínas de Ornithodoros moubata identificadas en el intestino de 
hembras en ayunas y alimentadas (alim). (B) Clasificación de las proteínas utilizando el 
sistema PANTHER. Sólo se han incluido las categorías con más de 5 proteínas. .. ¡Error! 
Marcador no definido. 
Figura 12. Clasificación de las proteínas identificadas en el intestino medio de hembras de O. 
moubata sin alimentar (barras azules, unfed) y a las 48 horas post-alimentación (barras 
rojas, fed). Función Molecular (A) y Proceso Biológico (B) asignado en la base de datos 
de Gene Ontology. .......................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 13. Filtrado de las proteínas inmunogénicas, asociadas a membranas y sobre-
expresadas a las 48 horas post-alimentación y selección de candidatos vacunales para su 
producción (en forma recombinante o por síntesis química) y evaluación en pruebas de 
inmunización de animales. .............................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 14. Productos de la amplificación por RT-PCR del ADNc codificante de los genes 
Om99, Om86, Om29, Om28, Om17 y Om03. Entre paréntesis se indica el tamaño del 
fragmento diana en pares de bases. El recuadro señala la banda correspondiente al 
producto de PCR esperado. ............................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 15. (A) Secuencias ADNc del gen Om85 obtenidas por RT-PCR y por RNA-seq. Los 
nucleótidos idénticos en ambos ADNc se han marcado en rojo y los fragmentos 
adicionales del ADNc obtenido por PCR en negro. Los codones de inicio y de 
terminación de ambos marcos de lectura se destacan en amarillo. (B) Secuencias de 
aminoácidos de los dos polipéptidos Om85. En rojo los aminoácidos idénticos y en 
negro los diferentes. ........................................................ ¡Error! Marcador no definido. 
  




Figura 16. Predicciones topológicas para los 7 candidatos vacunales. (A) Proteínas Om86, 
Om29, Om28 y Om17: la mayor parte de la longitud de estas proteínas es extracelular o, 
al menos, presentan un dominio extracelular de más de 100 aminoácidos (recuadros 
color naranja). (B) Proteínas Om99, Om85 y Om03: la mayor parte de la longitud de 
estas proteínas es transmembrana/intracelular y sólo exponen en la parte extracelular un 
dominio amino-terminal corto, de 24 a 32 aminoácidos (recuadros verdes). Para la Om85 
también se muestra la topología de la secuencia obtenida por RNA-seq, donde se puede 
ver el dominio carboxi-terminal teórico, ausente de la secuencia obtenida por PCR 
(tachado). ......................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 17. Amplificación por PCR de los ADNc codificantes de los dominios extracelulares 
rOm86, rOm29, rOm28 y rOm17. Entre paréntesis se indica el tamaño del fragmento 
diana en pares de bases. .................................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 18. Expresión y purificación de rOm17. Gel de poliacrilamida al 15 % teñido con azul 
Coomassie. PM, marcador de pesos moleculares, valores expresados en kDa. Lisado 
celular antes de la inducción (No Ind.) y sobrenadante (S) y sedimento (P) del lisado 
celular después de la inducción con IPTG y sobrenadante y sedimento de la 
solubilización con sarcosil  al 10%. rOm17 proteína recombinante purificada por 
cromatografía de afinidad a partir del sobrenadante de sarcosil 10%.¡Error! Marcador 
no definido. 
Figura 19. Expresión y purificación de rOm86. Gel de poliacrilamida al 12 % teñido con azul 
Coomassie. PM, marcador de pesos moleculares, valores expresados en kDa. Lisado 
celular antes de la inducción (No Ind.). Sobrenadante (S) y sedimento (P) del lisado 
celular después de la inducción con IPTG y sobrenadante y sedimento representativos 
tras la solubilización del sedimento del lisado celular con sarcosil 10%, Urea 8M, urea 
8M + 20 mM 2-mercaptoetanol y urea 8M + 5 mM DTT. La rOm86 se señala en ambos 
sedimentos con un recuadro amarillo. El carril de la derecha muestra la rOm86 
purificada por electroelución a partir del sedimento del lisado celular.¡Error! Marcador 
no definido. 
Figura 20. Predicción de epítopos B lineales en el dominio extracelular amino-terminal de los 
proteínas Om99, Om85 y Om03 utilizando las aplicaciones ABCpred (aminoácidos en 
amarillo), BCEpred (aminoácidos en azul) y BepiPred-2.0 (aminoácidos en verde). Los 
aminoácidos con predicción de antigenicidad por al menos dos de estas tres aplicaciones 
se han incluido dentro de un recuadro. En la fila inferior de cada secuencia se indica la 
predicción topológica: o (outside), extracelular; M, transmembrana; i, intracelular.
 ......................................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 21. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar) en los 
conejos control (PBS) y en los vacunados con los proteínas recombinantes rOm86 y 
rOm17: (A) frente a cada recombinante; (B) frente a saliva de Ornithodoros moubata y 
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Ornithodoros erraticus. Los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna 
(preinmune) y a los 14 y 28 días post-inmunización (d.p.i.), inmediatamente antes de 
cada infestación, y se utilizaron diluidos 1/300. ............. ¡Error! Marcador no definido. 
 
Figura 22. Western blot: antígenos reconocidos por los sueros inmunes de los conejos 
vacunados con las proteínas recombinantes rOm86 (C4, C5, C6) y rOm17 (C7, C8, C9) 
y por una mezcla de sueros preinmunes (P) de esos mismos conejos sobre ambas 
proteínas recombinantes. Chap: proteína chaperona co-purificada con la recombinante. 
PM, marcador de pesos moleculares expresados en kDa. Geles al 15% en Tris-glicina.
 ......................................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 23. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (pbs) y en los vacunados con los proteínas recombinantes rom86 y 
rom17, frente a extractos proteicos del intestino medio de hembras de Ornithodoros 
moubata tomadas antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 horas post-alimentación (48 
h.p.a.). los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y a los 
14 y 28 días post-inmunización (d.p.i.), inmediatamente antes de cada infestación, y se 
utilizaron diluidos 1/300. ................................................ ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 24. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (pbs) y en los vacunados con los proteínas recombinantes rom86 y 
rom17, frente a extractos proteicos del intestino medio de hembras de Ornithodoros 
erraticus tomadas antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 horas post-alimentación (48 
h.p.a.). los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y a los 
14 y 28 días post-inmunización (d.p.i.), inmediatamente antes de cada infestación, y se 
utilizaron diluidos 1/300. ................................................ ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 25. (A) Gel de poliacrilamida al 15% en Tris-glicina teñido con azul de Coomassie 
mostrando los extractos de proteínas solubles (S) y de membrana (M) del intestino 
medio de hembras de Ornithodoros moubata antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 
horas post-alimentación (48 h.p.a.). (B) Western blot: antígenos reconocidos sobre 
dichos extractos por los sueros de los conejos vacunados con las proteínas 
recombinantes rOm86 y rOm17. Los sueros se tomaron antes de la administración de la 
vacuna (preinmune) y a los 14 días post-inmunización (anti-rOm86 y anti-rOm17). 
Flecha roja: proteína Om86 nativa; flecha azul: IgG (cadena pesada) del hospedador.
 ......................................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 26. (A) Gel de poliacrilamida al 15% en Tris-glicina teñido con azul de Coomassie 
mostrando los extractos de proteínas solubles (S) y de membrana (M) del intestino 
medio de hembras de Ornithodoros erraticus antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 
horas post-alimentación (48 h.p.a.). (B) Western blot: antígenos reconocidos sobre 
dichos extractos por los sueros de los conejos vacunados con las proteínas 
recombinantes rOm86 y rOm17. Los sueros se tomaron antes de la administración de la 
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vacuna (preinmune) y a los 14 días post-inmunización (anti-rOm86 y anti-rOm17). 
Flecha roja: posible ortólogo en O. erraticus de la proteína Om86; flecha azul: IgG 
(cadena pesada) del hospedador. ..................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 27. Eficacia vacunal (%) de los antígenos recombinantes rom86 y rom17 frente a O. 
moubata y O. erraticus en ambas infestaciones: e = 100 (1–s × f), donde s y f representan, 
respectivamente, el índice de supervivencia y de reproducción de las hembras alimentadas 
sobre los conejos vacunados respecto a las alimentadas sobre el grupo control. ........ ¡Error! 
Marcador no definido. 
Figura 28. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (inmunizados con KLH) y en los vacunados con los péptidos sintéticos 
OM99, OM85 y OM03 conjugados con KLH, frente a cada uno de los péptidos 
sintéticos. Los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y 
a los 14 y 28 días post-inmunización (d.p.i), antes de cada inmunización, y se utilizaron 
diluidos a 1/300. .............................................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 29. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (PBS) y en los vacunados con los péptidos sintéticos OM99, OM85 y 
OM03 conjugados con KLH, frente a saliva de Ornithodoros moubata y O. erraticus. 
Los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y a los 14 y 
28 días post-inmunización (d.p.i.), inmediatamente antes de cada infestación, y se 
utilizaron diluidos a 1/300. .............................................. ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 30. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (inmunizados con KLH) y en los vacunados con los péptidos sintéticos 
OM99, OM85 y OM03 conjugados con KLH, frente a extractos proteicos del intestino 
medio de hembras de Ornithodoros moubata tomadas antes de alimentarse (ayunas) y a 
las 48 horas post-alimentación (48 h.p.a.). Los sueros se tomaron antes de la 
administración de la vacuna (preinmune) y a los 14 y 28 días post-inmunización (d.p.i.), 
inmediatamente antes de cada infestación, y se utilizaron diluidos a 1/300. .......... ¡Error! 
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Figura 31. ELISA. Niveles séricos de IgG (DO492 nm  media ± desviación estándar), en los 
conejos control (KLH) y en los vacunados con los péptidos sintéticos OM99, OM85 y 
OM03 conjugados con KLH, frente a extractos proteicos del intestino medio de hembras 
de Ornithodoros erraticus tomadas antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 horas post-
alimentación (48 h.p.a.). Los sueros se tomaron antes de la administración de la vacuna 
(preinmune) y a los 14 y 28 días post-inmunización (d.p.i.), inmediatamente antes de 
cada infestación, y se utilizaron diluidos a 1/300. ........... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 32. (A) Gel de poliacrilamida al 15% en Tris-tricina teñido con azul de Coomassie: 
extractos de proteínas solubles (S) y de membrana (M) del intestino medio de hembras 
de Ornithodoros moubata antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 horas post-
alimentación (48 h.p.a.). (B-F) Western blot: antígenos reconocidos sobre dichos 
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extractos por los sueros preinmunes y por los sueros de los conejos vacunados con KLH 
y con los péptidos sintéticos OM99, OM85 y OM03 conjugados con KLH. Los sueros se 
tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y a los 14 días post-
inmunización (anti-KLH, anti-OM99, anti-OM85 y anti-OM03). Flecha azul: IgG 
(cadena pesada) del hospedador. ..................................... ¡Error! Marcador no definido. 
 
Figura 33. (A) Gel  de poliacrilamida al 15% en Tris-tricina teñido con azul de Coomassie: 
extractos de proteínas solubles (S) y de membrana (M) del intestino medio de hembras 
de Ornithodoros erraticus antes de alimentarse (ayunas) y a las 48 horas post-
alimentación (48 h.p.a.). (B-F) Western blot: antígenos reconocidos sobre dichos 
extractos por los sueros preinmunes y por los sueros de los conejos vacunados con KLH 
y con los péptidos sintéticos OM99, OM85 y OM03 conjugados con KLH. Los sueros se 
tomaron antes de la administración de la vacuna (preinmune) y a los 14 días post-
inmunización (anti-KLH, anti-OM99, anti-OM85 y anti-OM03). Flecha roja: proteína de 
O. erraticus homóloga a la Om85. Flecha azul: IgG (cadena pesada) del hospedador.
 ......................................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 34. Eficacia vacunal (%) de los péptidos OM99, OM85 y OM03 frente a O. moubata 
y O. erraticus en ambas infestaciones: E = 100 (1–S × F), donde S y F representan, 
respectivamente, el índice de supervivencia y de reproducción de las hembras 
alimentadas sobre los conejos vacunados respecto a las alimentadas sobre  el grupo 
control. ............................................................................ ¡Error! Marcador no definido. 
Figura 35. Eficacia vacunal (%) de las proteínas recombinantes rOm86 y rOm17 y de los 
péptidos OM99, OM85 y OM03 frente a O. moubata y O. erraticus en ambas 



























1. Características biológicas de las garrapatas. 
Las garrapatas son ectoparásitos temporales y hematófagos obligados de vertebrados 
terrestres, incluyendo anfibios, reptiles, aves y mamíferos. 
Zoológicamente, las garrapatas son ácaros pertenecientes al Orden Parasitiformes y 
Suborden Ixodida. Las especies conocidas están en torno a 907 y se clasifican en 2 grandes 
familias, Ixodidae y Argasidae, las cuales muestran entre sí importantes diferencias 
morfológicas y biológicas. Existe una tercera familia, Nuttalliellidae, cuya única especie 
(Nuttalliella namaqua) posee simultáneamente características de las otras dos familias, por lo 
que es considerada el puente de unión entre ambas (Hoogstraal, 1985; Barker y Murrell, 2008; 
Latif et al., 2012; Manzano-Román et al., 2012a). 
Los ixódidos son generalmente exófilos, ya que permanecen la mayor parte de su 
vida en el suelo o en la vegetación a la espera de encontrar un hospedador adecuado para 
alimentarse. Tras acceder a dicho hospedador, se alimentan durante varios días e ingieren 
cantidades de sangre superiores a 100 veces su peso, salvo los machos, que apenas se 
alimentan o no lo hacen en absoluto. Una vez repletas, vuelven al suelo, donde realizan la 
muda, si son inmaduros, o la oviposición si son hembras. Las hembras de los ixódidos se 
alimentan sólo una vez y mueren tras depositar varios miles de huevos (Sonenshine et al., 
2002; Mans y Neitz, 2004).  
Los argásidos, por el contrario, suelen ser endófilos/nidícolas. En la naturaleza se 
refugian en el interior de las madrigueras de sus hospedadores y en el medio antrópico 
colonizan las viviendas humanas y los establos de los animales domésticos. Allí viven 
protegidos de unas condiciones ambientales adversas y tienen garantizado un acceso regular a 
sus hospedadores. Su alimentación es rápida; normalmente tardan menos de una hora e 
ingieren cantidades de sangre equivalentes a unas 10 veces su peso. Una vez alimentados, 
mudan y se reproducen en el interior de sus refugios. Los argásidos adultos pueden repetir el 
ciclo trofogónico hasta 10 veces, depositando entre 100 y 200 huevos en cada ciclo. Además, 
los argásidos son muy resistentes al ayuno y pueden sobrevivir durante años sin alimentarse 
(Oleaga-Pérez et al., 1990; Vial, 2009). 
2. Importancia sanitaria de las garrapatas blandas del género Ornithodoros. 
Las garrapatas son vectores hematófagos de enorme importancia médica y veterinaria 
por los daños directos que producen sus parasitismos, incluyendo anemia, parálisis, toxicosis, 
irritación, alergias y destrucción tisular (Jongejan & Uilenberg, 2004; Jones et al., 2008). 
Pero, sobre todo, son importantes porque transmiten numerosos y variados patógenos, como 
virus, bacterias, protozoos y helmintos, que causan enfermedades al ganado, a los animales de 
compañía y a las personas (de la Fuente et al., 2008; Manzano-Román et al., 2012). 
Entre los argásidos, varias especies del género Ornithodoros destacan por ser 
transmisoras de dos enfermedades graves como son la Fiebre recurrente humana y la Peste 
porcina africana (Manzano-Román et al., 2012a).  




La fiebre recurrente humana transmitida por garrapatas o Tick-Borne Relapsing Fever 
(TBRF) se caracteriza por episodios febriles recurrentes acompañados por síntomas menos 
específicos como cefalea, artralgia, mialgia, escalofríos y dolor abdominal. Según la 
localización geográfica, la TBRF es producida por diferentes especies de espiroquetas del 
género Borrelia y es transmitida por distintas especies de Ornithodoros. En África oriental y 
del sur es producida por Borrelia duttoni y transmitida por Ornithodoros moubata. En 
algunos países de este área, como Tanzania o Ruanda, la TBRF es hiperendémica, alcanzando 
incidencias anuales de hasta 384/1.000 en niños menores de 1 año, con tasas de mortalidad 
perinatal de hasta un 43,6% y de hasta un 16% en mujeres embarazadas (Cutler, 2006, 2010; 
Cutler et al., 2009; Trape et al., 2013). En Eurasia y América esta enfermedad es mucho más 
esporádica y afecta a las personas que penetran en hábitats infestados por ornithodoros como 
cuevas, edificios en ruinas o refugios de animales. En la cuenca Mediterránea y Oriente 
Medio, la TBRF es producida esencialmente por las especies Borrelia hispánica y Borrelia 
crocidurae, las cuales son transmitidas por garrapatas del complejo Ornithodoros erraticus 
(Cutler, 2006, 2010; Rebaudet and Parola, 2006 Diatta et al., 2012; Trape et al., 2013). 
Por su parte, la Peste porcina africana (PPA) es una enfermedad viral de curso agudo, 
hemorrágica y febril, con tasas de mortalidad de hasta el 100%, que limita la producción 
porcina y provoca enormes pérdidas económicas en los países afectados. La enfermedad se 
originó en África, desde donde se extendió a Europa a mediados del siglo XX y más tarde  a 
Sudamérica y el Caribe. En Europa (salvo en Cerdeña) y en el continente americano fue 
erradicada a finales del siglo pasado. Lamentablemente, en 2007 la enfermedad apareció en 
Georgia y desde allí se ha extendido rápidamente hacia otros países del Cáucaso, la 
Federación Rusa y el Este de Europa y, más recientemente, a la Unión Europea a través de su 
frontera este (OIE WAHIS, http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Wahidhome/Home, 
noviembre 2016). No existe tratamiento ni vacuna frente a la PPA, lo cual limita las 
posibilidades de control de la enfermedad y hace más necesario, si cabe, el control de sus 
vectores que en África y Eurasia son, principalmente, O. moubata y O. erraticus  (Costard et 
al., 2013; Penrith et al., 2013; Sánchez-Vizcaíno et al., 2012, 2015). 
Ornithodoros moubata se encuentra ampliamente distribuido por los países del este, 
centro y sur de África (Vial, 2009; Quembo et al., 2016). En estos países se encuentra tanto en 
el medio natural, asociado a facocheros y otros  animales habitantes de madrigueras, como en 
el medio antrópico, donde coloniza las viviendas humanas y las dependencias animales, 
haciendo de las personas y los cerdos domésticos sus principales hospedadores. En algunos 
distritos de Tanzania entre el 60% y el 80% de las viviendas humanas están colonizadas por 
O. moubata (Cutler, 2010). 
O. erraticus es la especie tipo del denominado “complejo O. erraticus”, que se 
distribuye por toda la Cuenca Mediterránea. En el norte de África vive asociado a 
micromamíferos habitantes de madrigueras, mientras que en los países del sur de Europa vive 
asociado a los cerdos domésticos en explotaciones porcinas en extensivo, en las cuales se 
refugia en agujeros del interior y de las inmediaciones de las zahúrdas (Oleaga-Pérez et al., 
1990; Manzano-Román et al., 2007; Trape et al., 2013; Boinas et al., 2014). Además,  el  




complejo O. erraticus también engloba las especies O. alactagalis, O. asperus, O. pavlovskyi, 
O. tartakovskyi, O. tholozani y O. lahorensis, las cuales se distribuyen por Oriente Medio, el 
Cáucaso y la Federación Rusa, coincidiendo en parte con las zonas donde la PPA se ha 
extendido incontroladamente en los últimos años. Se teme que estas especies puedan ser 
vectores competentes para la PPA, aunque esto aun no se ha demostrado experimentalmente. 
De ser así, podrían influir enormemente en la transmisión y persistencia a largo plazo de la 
PPA en esa amplia región (EFSA panel, 2010a, 2010b, 2010c). 
En suma, la presencia de O. moubata y O. erraticus en el medio antrópico contribuye 
a la persistencia de la TBRF y la PPA en las zonas endémicas, dificultando enormemente la 
erradicación de estas enfermedades. También agrava la constante amenaza de reintroducción, 
propagación y mantenimiento de la PPA en países de los que ya había sido erradicada, como 
España y Portugal, o en países donde nunca ha estado presente (Costard et al., 2013; Wilson 
et al., 2013; Boinas et al., 2014; Sánchez-Vizcaíno et al., 2015; Quembo et al., 2016).  
En consecuencia, la eliminación de, al menos, las poblaciones sinantrópicas de estos 
argásidos facilitaría el control y prevención de las enfermedades que transmiten. Este objetivo 
es teóricamente factible, pero para alcanzarlo se necesita conocer con precisión los lugares 
infestados por los argásidos y, al mismo tiempo, disponer de métodos eficaces para eliminar 
la garrapata de dichos lugares. 
3. Vigilancia epidemiológica: métodos de localización de poblaciones del género 
Ornithodoros. 
Los métodos de búsqueda directa utilizados en la localización de poblaciones de 
ixódidos, que se basan en la captura e identificación de ejemplares en la vegetación o sobre 
animales infestados, no sirven para los ornithodoros. 
Dada la naturaleza endófila/nidícola de estos argásidos y la brevedad de sus contactos 
con el hospedador, que además suelen ser nocturnos, es improbable el hallazgo de ejemplares 
de ornithodoros en el medio exterior o sobre sus hospedadores. En consecuencia, para 
encontrarlos hay que buscarlos en el interior de sus refugios hipogeos y esto hace que la 
localización de sus poblaciones, en una determinada región o país, sea una tarea difícil y 
laboriosa.  
Pese a lo anterior, llegar a identificar los lugares infestados con ornithodoros es un 
objetivo relativamente asequible gracias a los métodos de búsqueda disponibles en la 
actualidad. 
En estudios a pequeña escala -en áreas reducidas o en focos muy concretos- la 
localización de poblaciones de ornithodoros puede efectuarse eficazmente mediante la 
búsqueda directa del parásito en el terreno utilizando trampas de dióxido de carbono o 
examinando muestras de tierra de los posibles refugios (Oleaga-Pérez et al., 1990; Jori et al., 
2013; Boinas et al., 2014). 




Por el contrario, en estudios a mayor escala este tipo de examen directo es inviable, 
ya que requeriría la exploración exhaustiva de los innumerables lugares en los que las 
garrapatas pueden estar refugiadas antes de poder considerar al área estudiada libre del 
parásito. 
En su lugar, la aplicación de métodos serológicos, basados en la detección de 
anticuerpos anti-garrapata en los hospedadores que viven en el área estudiada, ofrece una 
alternativa rápida y eficaz (Pérez-Sánchez et al., 2010).  
Con ese propósito, nuestro equipo desarrolló un primer test de ELISA para el 
diagnóstico serológico de O. erraticus en España, utilizando como antígeno un extracto 
soluble de las glándulas salivales del parásito (SGE). El test permitía detectar anticuerpos 
anti-garrapata desde las 2 semanas tras un contacto primario hasta al menos 3 meses después 
de contactos secundarios en cerdos picados por tan sólo 10 ejemplares (Canals et al., 1990; 
Pérez-Sánchez et al., 1992). Sin embargo, en las pruebas de campo este test mostró cierto 
grado de inespecificidad por epítopos glicosilados, la cual pudo eliminarse desglicosilando el 
SGE con metaperiodato sódico (Oleaga-Pérez et al., 1994). El nuevo test mejorado se utilizó 
entonces para el análisis de 19.000 sueros porcinos procedentes de 3.478 granjas localizadas 
en 234 municipios de la provincia de Salamanca. Este análisis permitió la identificación de las 
granjas infestadas por el parásito en esa provincia y el establecimiento de una relación 
estadísticamente significativa entre la presencia de O. erraticus y la persistencia de la PPA en 
dichas granjas (Pérez-Sánchez et al., 1994). Este conocimiento facilitó la adopción de 
medidas específicas de control para evitar el contacto entre los cerdos y las garrapatas en las 
granjas infestadas, contribuyendo a la erradicación de la PPA de la zona analizada. 
Posteriormente, nuestro equipo desarrolló un test similar basado en el SGE de O. 
moubata para la detección de poblaciones de esta garrapata en África (Baranda et al., 1997, 
2000). El test se aplicó por primera vez en estudios de campo en Madagascar en una zona 
endémica de PPA, durante el periodo 2006-2007, mostrando una buena sensibilidad, pero 
también cierto grado de inespecificidad ya que en algunas granjas donde los cerdos dieron 
positivo no se encontraron ejemplares de O. moubata (Ravaomanana et al., 2011).  
Estos trabajos mostraron que el SGE era un antígeno válido y sensible para la 
detección por serología de los cerdos picados por los ornithodoros, pero que no está exento de 
inconvenientes, como su obtención laboriosa y difícil de estandarizar y su composición 
compleja y poco conocida, que puede plantear dudas acerca de su especificidad. Una 
alternativa al SGE sería el uso de antígenos salivales individuales, de probada sensibilidad y 
especificidad, producidos en forma recombinante. 
Teniendo presente ese objetivo, en trabajos posteriores se purificaron los 4 antígenos 
inmunodominantes del SGE de O. erraticus y de O. moubata y se evaluó individualmente su 
eficacia diagnóstica, identificando al más sensible y específico de cada especie, que, en 
concreto, fueron el Oe260 de O. erraticus y la lipocalina TSGP1 de O. moubata (Baranda et 
al., 2000; Oleaga et al., 2007). Más recientemente, Díaz-Martín et al. (2011) desarrolló un  




nuevo test serológico para O. moubata basado en una forma recombinante de TSGP1, que 
detecta los animales parasitados por O. moubata con un 100% de sensibilidad y 99% de 
especificidad. La aplicación de este test permite la delimitación de focos infestados por O. 
moubata (poblados, granjas, corrales o cercados), hacia los cuales se puede dirigir entonces la 
búsqueda directa del parásito para confirmar los resultados de la serología. Este test se ha 
aplicado por primera vez con éxito en estudios de campo en Mozambique (Quembo et al., 
2016). 
4. Métodos de control de Ornithodoros. 
El control de los parasitismos por garrapatas es un problema complejo que aún no se 
ha resuelto debido a que ninguno de los métodos de control anti-garrapata utilizados hasta 
ahora han sido completamente eficaces (Manzano-Román et al., 2012a; de la Fuente y 
Contreras, 2015). 
El control de las poblaciones de garrapatas se basa substancialmente en el empleo de 
diversos acaricidas químicos. Pero el uso de estos productos presenta graves inconvenientes, 
como la contaminación ambiental y de los productos de origen animal, así como el rápido 
desarrollo de resistencias frente a ellos, lo cual limita su utilidad y  vida media en el mercado 
(George et al., 2004; Graf et al., 2004; Ghosh et al., 2007; Guerrero el al., 2012; de la Fuente 
y Contreras, 2015). Además, en relación con los ornithodoros, a éstos inconvenientes hay que 
añadir el qué la aplicación de acaricidas en las viviendas humanas y las dependencias de los 
animales resulta ineficaz por el simple hecho de que los acaricidas no alcanzan a los parásitos 
en el interior de sus refugios (Astigarraga et al., 1995). 
Dichos inconvenientes, junto con el elevado coste del desarrollo y comercialización 
de nuevos acaricidas, han estimulado la búsqueda de métodos alternativos para el control de 
garrapatas, incluyendo las vacunas anti-garrapata y diversos métodos de control biológico con 
agentes como parasitoides, predadores y organismos entomopatógenos como hongos, 
bacterias y nematodos (Samish et al., 2008). 
De todos los agentes biológicos citados, los únicos que se han probado hasta la fecha 
frente a los argásidos han sido los hongos entomopatógenos (Samish et al., 2008). Estos 
agentes, y más concretamente las especies Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, han 
demostrado ser eficaces frente a las garrapatas, tanto en estudios de laboratorio como en 
estudios de campo, aunque la mayor parte de los estudios de ese tipo ha sido dirigida al 
control de ixódidos y no al de argásidos (Fernandes and Bittencourt, 2008; Ment et al., 2013; 
Polar et al., 2008; Ren et al., 2014). 
Los escasos estudios dirigidos hacia el control de los argásidos son los que se citan a 
continuación. En primer lugar, los trabajos de Sewify y Habib (2001) y Habib y Sewify 
(2002), que analizaron el efecto patogénico de M. anisopliae y B. bassiana en Argas persicus. 
Para ello pulverizaron gallineros densamente infestados por el argásido con suspensiones de 
esporas y observaron que la población parasitaria desaparecía en 3 semanas. También el 
trabajo de Pourseyed et al. (2010), que consiguió 100% de mortalidad entre las larvas y  




hembras de A. persicus tratadas con M. anisopliae en condiciones de laboratorio. Y, por 
último, los trabajos llevados a cabo por Zabalgogeazcoa et al. (2008) y Herrero et al. (2011), 
en los que observaron que, en condiciones de laboratorio, varios aislados de B. bassiana y 
Tolypocladium cylindrosporum provocaban hasta un 70% de mortalidad en O. erraticus y 
hasta un 40% en O. moubata. Estos resultados sugieren la posibilidad de desarrollar cepas de 
hongos entomopatógenos como agentes eficaces para el control biológico de los argásidos 
(Manzano-Román et al., 2012a). 
Por su parte, el control inmunológico mediante vacunas anti-garrapata parece una 
alternativa aún más atractiva que el control biológico a la hora de reemplazar o complementar 
el uso de acaricidas químicos. Durante los años 90 del siglo XX se desarrollaron y 
comercializaron las dos primeras vacunas anti-garrapata: TickGARD© en Australia y 
GAVAC© en Latinoamérica. Ambas están dirigidas frente al ixódido Rhipicephalus 
microplus y se basan en el antígeno Bm86, que es una glicoproteína expresada en la superficie 
luminal de los enterocitos del intestino medio, no expuesta al sistema inmunitario del 
hospedador durante los contactos naturales y, por tanto, considerada como antígeno oculto 
(Willadsen, 2008). 
Aunque con eficacia variable, la aplicación de estas vacunas a lo largo de las dos 
últimas décadas demostró que la vacunación de hospedadores es un método sostenible de 
control de las poblaciones de garrapatas y que su implementación en programas de control 
integrado permite disminuir el uso de acaricidas. Esto, a su vez, reduce el costo de los 
tratamientos y la probabilidad de aparición de resistencias, prolongando la vida media de los 
acaricidas químicos en el mercado (de la Fuente et al., 2007; Willadsen, 2008; Vargas et al., 
2010; Guerrero et al., 2012). 
Pese a lo anterior y a la intensa actividad investigadora llevada a cabo en este campo 
en los últimos 20 años, en especial con los ixódidos, el desarrollo de nuevas vacunas anti-
garrapata más eficaces ha sido mucho más lento de lo previsto y, de hecho, aun no se ha 
comercializado ninguna vacuna nueva. La principal causa de ese retraso ha sido la dificultad 
para la identificación de nuevos antígenos protectores más eficaces (Willadsen, 2008; 
Guerrero et al., 2012). Como resultado, actualmente se dispone de un repertorio de candidatos 
vacunales bastante limitado, la mayor parte de los cuales se han identificado en especies de 
ixódidos (Willadsen, 2008; Guerrero et al., 2012; Parizi et al., 2012; Merino et al., 2013; de la 
Fuente et al., 2016; Lew-Tabor y Rodríguez Valle, 2016).  
En los argásidos el número de candidatos vacunales identificados es aún menor, por 
lo que urge identificar nuevos antígenos protectores que permitan el desarrollo de vacunas 
anti-garrapata más eficaces. 
Con ese objetivo, en los siguientes apartados de este capítulo, se definen las 
características que debería reunir el antígeno ideal para desarrollar una vacuna anti-garrapata 
eficaz; se revisan los estudios efectuados hasta ahora para identificar antígenos protectores 
para el desarrollo de vacunas anti-argásidos; y, finalmente, se comentan las nuevas estrategias  




de vacunología reversa utilizadas para identificar y validar nuevos candidatos vacunales frente 
a garrapatas. 
5. Definición del antígeno ideal para el desarrollo de vacunas anti-garrapata. 
Existe un amplio consenso en cuanto a la urgente necesidad de identificar nuevos 
antígenos que amplíen el actual repertorio de candidatos vacunales y, también, en relación con 
las características que debería reunir el antígeno óptimo para una vacuna anti-garrapata (de la 
Fuente et al., 2011; de la Fuente, 2012; Flower et al., 2010; Guerrero et al., 2012; Maritz-
Olivier et al., 2012; Moreno-Cid et al., 2013; Parizi et al., 2012; Wikel, 2013; de la Fuente y 
Contreras, 2015). 
Dicho antígeno debería reunir el mayor número posible de los siguientes atributos: 
1. Ser accesible a los efectores inmunes del hospedador ingeridos con la sangre, que son 
básicamente los anticuerpos y el complemento. En este sentido, las proteínas salivales 
(antígenos expuestos) y las de la membrana luminal del intestino medio de la 
garrapata (antígenos ocultos) son candidatos de primera elección. Además, dado que 
las inmunoglobulinas del hospedador pueden pasar desde la luz intestinal a la 
hemolinfa de la garrapata (Chinzei and Minoura, 1988; Nuttall et al., 2006), los 
antígenos ocultos expresados en la superficie hemocélica de los órganos internos 
también podrían ser candidatos vacunales.  
Los antígenos salivales tendrían la ventaja de que muchos de ellos inducen respuestas 
inmunitarias durante los contactos naturales y, por tanto, en los hospedadores 
vacunados con estos antígenos las infestaciones naturales actuarían como 
potenciadoras de la respuesta. Sin embargo, algunos autores cuestionan el valor 
vacunal de los antígenos salivales expuestos, ya que, a lo largo de la coevolución con 
el hospedador, la garrapata puede haber desarrollado vías para protegerlos de la 
respuesta inmunitaria (Brake and Pérez de León, 2012). Teniendo esto en cuenta, los 
antígenos salivales “silentes” serían candidatos vacunales más prometedores. Dichos 
antígenos son inoculados al hospedador con la saliva sin ser reconocidos por la 
respuesta inmunitaria frente a la picadura, pero sí son reconocidos por la respuesta 
inducida frente a ellos cuando son administrados en forma de vacuna. Estos antígenos 
no han estado sometidos a la presión selectiva del sistema inmunitario del hospedador 
y la garrapata no habrá desarrollado mecanismos para protegerlos, por lo que, en 
teoría conservarán una alta inmunogenicidad y pueden servir para desarrollar vacunas 
de acción dual, en las cuales las propias picaduras actuarían después como dosis 
antigénicas de recuerdo (Trimnell et al., 2002). 
2. Ejercer una función vital para la garrapata, de modo que su bloqueo con anticuerpos 
produzca la muerte del parásito o la inhibición de su reproducción. 
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3. Estar codificado por un gen único, o con un bajo número de copias, y que no 
pertenezca a una familia multigénica, para evitar que la pérdida de función inducida 
por la vacuna sea compensada por otros miembros de la familia con funciones 
redundantes. 
4. Que posea epítopos conservados en varias especies de garrapatas, e incluso en otras 
especies de artrópodos hematófagos, lo que facilitaría la obtención de vacunas de 
amplio espectro para el control de vectores hematófagos. 
5. Y finalmente, sería deseable que redujese las tasas de infección y transmisión de 
patógenos, es decir, la capacidad vectorial de la garrapata. 
Ninguno de los candidatos antigénicos actualmente disponibles cumple todos esos 
criterios y los más eficaces reúnen sólo 2 o 3 de ellos, como, por ejemplo, la Bm86 y la 
subolesina (ver más adelante). Ambos son antígenos ocultos, están muy conservados en 
diferentes especies de garrapatas y ambos son capaces de reducir la capacidad del vector para 
transmitir patógenos (de la Fuente et al., 2011). 
Teniendo en cuenta los requisitos anteriores, en la búsqueda de nuevos antígenos 
protectores para vacunas anti-garrapata algunos autores recomiendan priorizar la 
identificación de antígenos de membrana del intestino medio, del ovario y de las glándulas 
salivales. También sugieren combinar las propiedades de los antígenos expuestos y los 
antígenos ocultos, lo que permitiría el desarrollo de vacunas de acción dual, las cuales se 
consideran muy prometedoras (Guerrero et al., 2012; Richards et al., 2015). 
De acuerdo con la prioridad mencionada, y como vía para identificar nuevos  
candidatos antigénicos, se han comenzado a obtener y analizar los transcriptomas y proteomas 
del intestino medio de las especies de ixódidos más relevantes para la salud humana y animal, 
y actualmente ya se han publicado los de Dermacentor variabilis (Anderson et al., 2008), 
Rhipicephalus microplus (Rachinsky et al., 2008; Kongsuwan et al. 2010; Heekin et al. 2013; 
Popara et al., 2013) e Ixodes ricinus (Schwarz et al., 2014; Kotsyfakis et al., 2015). 
En argásidos, en cambio, aún no se ha obtenido el transcriptoma del intestino medio 
de ninguna especie, y sólo se conoce el proteoma intestinal de O. erraticus (Oleaga et al., 
2015). Se dispone, no obstante, de los sialomas de 3 especies de argásidos (Argas 
monolakensis, Ornithodoros coriaceus y Ornithodoros  parkeri) (Francischetti et al. 2009) y 
del proteoma de la saliva de O. moubata (Díaz-Martín et al., 2013a), los cuales pueden 
utilizarse en el análisis integrado de los datos “ómicos” como referencia para la búsqueda e 
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6. Desarrollo de vacunas frente a argásidos. 
 Los trabajos en los que se aborda el desarrollo de una vacuna frente a argásidos han 
sido mucho más escasos que los efectuados en ixódidos y se han dirigido frente a unas pocas 
especies de los géneros Ornithodoros y Argas (ver tabla adjunta).  
En relación con Argas sp., los estudios efectuados son el de Dusbábek et al. (1990) en 
Argas polonicus y los de Sayed et al. (2001, 2004) en Argas persicus. Por su parte, los 
estudios con Ornithodoros incluyen los de Chinzei y Minoura (1988) y Salat et al. (2010) con 
O. moubata,  Need y Butler (1991) con Ornithodoros turicata y Ornithodoros talaje, y los 
llevados a cabo por nuestro equipo de investigación con O. erraticus y O. moubata. En los 
citados trabajos se ha evaluado el valor vacunal tanto de antígenos salivales como de 
antígenos ocultos procedentes de diferentes órganos y tejidos. 
Tabla 1. 1. Pruebas de vacuna frente a argásidos utilizando antígenos ocultos y 
salivales. 
Especie Antígeno Identidad Efecto protector Ref.b 
Antígenos ocultos 
Argas polonicus Extracto de larvas _ No  1 
Argas persicus DNA de huevos - No 2  
O. erraticus  
Hemolinfa _ No 
3  
Singanglio _ No 
Glándulas coxales _ No 
Tubo digestivo _ No 
Membranas intestinales _ 
Reducción de la supervivencia de 
las ninfas (80%) y de la 




Proteína intestinal de 
45 kDas  
Reducción de la supervivencia de 
las ninfas (25%) y de la 












recombinante de O. 
moubata 




Péptido de la secuencia 
de OeSub (32-47 aa) 





Péptido de la secuencia 
de OeSub (96-111 aa) 
Reducción de la fertilidad (82%) 
OM1 
Péptido de la secuencia 
de OmSub (14-27 aa) 
Reducción de la fertilidad (50%) 
OM2 
Péptido de la secuencia 
de OmSub (90-105 aa) 
Reducción de la fertilidad (17%) 
 





Proteína del huevo Vitellina 
Reducción de la oviposición 
(50%) 
8 
Membranas intestinales _ 





recombinante de  
O. erraticus 







recombinante de  
O. moubata 
Reducción de la oviposición 
(5,2%) 
6 
Proteína del huevo Vitellina 
Reducción de la oviposición 
(50%) 
8 
Membranas intestinales _ 





recombinante de  
O. erraticus 





recombinante de  
O. moubata 





Péptido de la secuencia 
de OeSub (32-47 aa) 
Reducción de la fertilidad (35%)  
7 
OE2 
Péptido de la secuencia 
de OeSub (96-111 aa) 
Reducción de la fertilidad (40%) 
OM1 
Péptido de la secuencia 
de OmSub (14-27 aa) 
Reducción de la fertilidad (45%) 
OM2 
Péptido de la secuencia 
de OmSub (90-105 aa) 
Reducción de la fertilidad (60%) 
O. talaje Tubo digestivo _ 




Extracto de órganos 
internos 
_ 
Reducción de la supervivencia 
(27%) 
O. turicata Tubo digestivo _ No 
O. turicata 






Extracto de glándulas 
salivales (SGE) 














SGE - Protección baja y variable  3 
Antígeno de 70 kDa - No  
Antígeno de 50 kDa - No  
Antígeno de 20 kDa - 












Reducción de la alimentación 
(54%) y la fertilidad (50%) 
14 
 







Reducción de la alimentación 
(39%) y aumento de la 
mortalidad (15%) de ninfas-1.  
15 
rOmENO Enolasa 
Reducción de la fertilidad 
(18%) y aumento de la 





Reducción de la fertilidad 







rOmAPY Apirasa recombinante 
Reducción de la fertilidad 
(26%) y aumento de la 
mortalidad (16%) (E=27,2%)a 
17 rOmMOU Mougrina recombinante 




Vacuna combinada de 
tres proteínas 
recombinantes  
Reducción de la fertilidad  
(35-50%)(E=50-58%)a 
O. talaje SGE _ 
Reducción de la supervivencia 
de larvas (19%). 
10 
a Eficacia vacunal, E= 100 (1-S x F), donde S y F representan,  respectivamente, la 
reducción en la supervivencia y fertilidad de las garrapatas alimentadas en los animales 
vacunados respecto de las alimentados en los animales control (tratados únicamente 
con el adyuvante).  
b Ref.: 1, Dusbábek et al. (1990); 2, Sayed et al. (2004); 3, Astigarraga et al. (1995); 4, 
Manzano-Román et al. (2006); 5, Manzano-Román et al. (2007); 6, Manzano-Román 
et al. (2012b); 7, Manzano-Román et al. (2015); 8, Chinzei and Minoura (1988); 9, 
García-Varas, 2004; 10, Need and Butler (1991); 11, Dusbábek et al. (1990); 12, Sayed 
et al. (2004); 13, Manzano-Román (2002); 14, García-Varas et al. (2010); 15, Salat et al. 
(2010); 16, Díaz-Martín et al. (2013b); 17, Díaz-Martín et al. (2015). 
6.1. Ensayos con antígenos salivales. 
Los ensayos con antígenos salivales de argásidos han mostrado unos resultados 
bastante variables en cuanto a la protección conseguida. El primero de estos ensayos fue el de 
Need y Butler (1991), en el cual observaron un 16 % de mortalidad en las larvas de O. talaje 
alimentadas sobre ratones CD1 vacunados con un extracto completo de las glándulas 
salivales; mortalidad de similar magnitud a la inducida por la respuesta natural. 
Más recientemente, Salat et al. (2010) evaluaron la capacidad protectora de la 
cistatina OmC2 de O. moubata en ratones C3H/HeN, observando un 15 % de mortalidad y un 
39 % de reducción en las tasas de alimentación y muda de las nifas-1 alimentadas sobre los 
animales vacunados, que fue la única fase evolutiva analizada en este trabajo. 
En cuanto a los ensayos con antígenos salivales llevados a cabo por nosotros, éstos 
también fueron iniciados por Astigarraga et al. (1995) vacunando cerdos con SGE de O. 
erraticus y de O. moubata.  
Frente a O. erraticus se obtuvo una respuesta protectora muy variable, que en el 
mejor de los casos llegó a inhibir hasta el 50 % la alimentación y la fecundidad de las 
hembras. Aunque dicha variabilidad restaba interés al SGE de O. erraticus como antígeno 
vacunal, los resultados demostraron que, en esta especie, era posible inducir respuestas  




protectoras con antígenos salivales. La protección lograda en estas pruebas se atribuyó al 
reconocimiento, forzado por los adyuvantes de Freund, de varios antígenos silentes del SGE: 
en concreto, tres proteínas de 70, 50 y 20 kDa (Astigarraga et al., 1995). Posteriormente, para 
identificar qué antígenos eran capaces de inducir una respuesta protectora uniforme, Manzano 
Román (2002) purificó estos 3 antígenos silentes y los administró individualmente a nuevos 
cerdos. En estos ensayos se comprobó: (i) que todos los animales vacunados con los antígenos 
de 70 y 50 kDa desarrollaban respuestas humorales que reconocían específicamente al 
antígeno, pero que dicho reconocimiento no proporcionaba protección y (ii) que el 
reconocimiento del componente de 20 kDa inhibía en más de un 50 % la alimentación de los 
parásitos, pero que la mayoría de los cerdos vacunados eran incapaces de reconocerlo, con 
independencia de la dosis, adyuvante y modo de administración. Teniendo en cuenta estos 
resultados, se concluyó que, frente a O. erraticus, la mera inducción del reconocimiento de 
componentes salivales silentes (como los de 70 y 50 kDa) no es sinónimo de protección y que, 
en cambio, sí podría serlo el reconocimiento de antígenos silentes concretos, como el de 20 
kDa, los cuales están mucho más protegidos por el parásito, en vista de la dificultad para 
inducir una respuesta frente a ellos en todos los animales vacunados. Las desventajas y 
limitaciones de estos tres antígenos les restaron interés como candidatos vacunales, motivo 
por el cual no se continuó su identificación y caracterización, de modo que sus secuencias y 
funciones, así como la forma en que el antígeno de 20 kDa evade su reconocimiento por el 
sistema inmunológico, siguen siendo desconocidos (Manzano Román, 2002). 
En cuanto a O. moubata, la vacunación de cerdos con SGE indujo una respuesta 
protectora uniforme en todos los animales vacunados, que redujo la alimentación y 
oviposición de las hembras entre el 60 % y 70 %. Además, todos los animales vacunados 
reconocieron una proteína de 44 kDa (Om44), que no era reconocida por la respuesta 
inmunitaria del hospedador a los contactos naturales (Astigarraga et al., 1995). Estudios 
posteriores revelaron que el antígeno Om44, purificado y administrado individualmente a 
cerdos y conejos, inducía respuestas protectoras que inhibían la alimentación de las garrapatas 
hasta un 54 % y que la protección aumentaba tras sucesivos contactos con O. moubata, 
indicando que Om44 es un antígeno salival silente de acción dual (García-Varas, 2004). 
La caracterización funcional de Om44 mostró que era un ligando antagonista de la P-
selectina del hospedador (García-Varas et al., 2010). Tras una lesión vascular, como la 
picadura de una garrapata, las células endoteliales y las plaquetas activas comienzan a 
expresar P-selectina, la cual se une entonces a su ligando en los leucocitos (la molécula 
PSGL-1) potenciando localmente la respuesta hemostática e inflamatoria a dicha lesión 
(Cleator et al., 2006). Esta respuesta puede impedir la alimentación de las garrapatas, por lo 
que la inhibición de la interacción entre la P-selectina y el PSGL-1 resulta esencial para que 
O. moubata pueda completar la toma de sangre. Pues bien, García-Varas et al. (2010) 
comprobaron: (i) que Om44 se une a la P-selectina, bloqueando la hemostasia y permitiendo 
la alimentación de la garrapata, y (ii) que dicha unión es inhibida por los anticuerpos anti-
Om44 inducidos por la vacuna, restaurando la hemostasia y bloqueando la alimentación del 
parásito. Los datos anteriores representaban la primera evidencia de un nuevo mecanismo  




antihemostático en vectores hematófagos y por tanto asignaban un gran interés a la Om44 
como antígeno vacunal. 
Los subsiguientes intentos de identificación de Om44 mediante espectrometría de 
masas mostraron que Om44 no es un ortólogo de ningún ligando conocido de P-selectina, 
como el PSLG-1 ni la pentraxina 3, aunque el resultado de alguno de estos análisis sugería 
que Om44 podría ser una isoforma de enolasa (García-Varas et al., 2010; Pérez-Sánchez et 
al., 2010). Dado que en la saliva de O. moubata se habían encontrado cantidades 
significativas de enolasa, se clonó y se analizó funcionalmente esta proteína (Díaz-Martín et 
al., 2013a, 2013b). El análisis mostró que esta enolasa salival secretada no era un ligando de 
P-selectina y que, por el contrario, actuaba como receptor profibrinolítico de plasminógeno 
del hospedador, potenciando la generación de plasmina. Debido a esta actividad en la 
interfase garrapata-hospedador, se evaluó la eficacia vacunal de la enolasa recombinante en 
conejos, observándose una reducción en torno al 20% en la oviposición de las hembras y en la 
supervivencia de las ninfas; un efecto que difería cuantitativa y cualitativamente del efecto 
protector inducido por Om44,  confirmando que la enolasa no era la identidad de Om44 
(Díaz-Martín et al. 2013b). 
La identificación de Om44 se abordó entonces mediante la construcción de 
microarrays de proteínas a partir de una genoteca ADNc de glándulas salivales de O. moubata 
y el sondeo de dichos microarrays con P-selectina y suero hiperinmune frente a Om44. Estos 
experimentos mostraron que Om44 era una forma secretada de fosfolipasa A2 (GenBank 
KC908103.1) capaz de unirse a P-selectina mediante interacciones proteína-proteína sin la 
participación de grupos glicánicos (Díaz-Martín, 2014; Manzano-Román et al., 2012c).  
Además, la secuenciación al azar de la genoteca ADNc permitió identificar otras dos 
proteínas salivales antihemostáticas de O. moubata, concretamente una apirasa (GenBank 
KC908110.1) y una disagregina ortóloga a la savignyigrina de O. savignyi, a la cual 
denominamos mougrina (GenBank KC908105.1). 
La vacunación de conejos con las formas recombinantes de estas tres proteínas 
salivares (administradas individual y conjuntamente) proporcionó respuestas protectoras que 
redujeron la alimentación y fertilidad de las hembras y la supervivencia de las ninfas (Díaz-
Martín et al., 2015). La eficacia protectora individual de cada antígeno varió entre el 27% y el 
44 % y la eficacia conjunta alcanzó el 50 % en una primera infestación y superó el 60 % en 
infestaciones secundarias. Por último, se identificaron varios epítopos B-lineales 
inmunodominantes en cada antígeno, que pudieron ser los responsables de la protección 
observada. 
En conjunto, estos resultados confirman que, en argásidos, los antígenos salivales 
silentes con funciones antihemostáticas son candidatos vacunales muy prometedores por los 
siguientes motivos: (i) estos antígenos inducen respuestas protectoras que bloquean 
parcialmente la ingestión de sangre como consecuencia de la neutralización de la función 
antihemostática por los anticuerpos; (ii) el uso combinado de varios de estos antihemostáticos  




redundantes como antígenos eleva la eficacia protectora al evitar que la redundancia funcional 
de los componentes salivales de las garrapatas compense la pérdida de función de cada 
antígeno vacunal individual (Chmelar et al., 2012; Kazimírová and Štibrániová, 2013) y (iii) 
el efecto protector es potenciado por los contactos naturales posteriores a la vacuna, lo que en 
principio, haría innecesarias las revacunaciones. 
Además, la identificación de los epítopos protectores en esos antígenos proporciona 
la base para identificar epítopos protectores conservados en ortólogos funcionales de otras 
especies de argásidos e incluso ixódidos. Dichos epítopos se podrían incluir en el diseño de 
antígenos recombinantes quiméricos para obtener vacunas de amplio espectro para el control 
de un mayor número de vectores y por extensión los patógenos que transmiten (Prudencio et 
al., 2010; de la Fuente, 2012; Parizi et al., 2012; Merino et al., 2013). 
6.2. Ensayos con antígenos ocultos. 
El primero de estos trabajos fue el de Chinzei y Minoura (1988), quienes vacunaron 
conejos con el vitelo de huevos de O. moubata y obtuvieron una respuesta que disminuyó la 
fecundidad de las hembras en un 50 %. Dado que los anticuerpos del hospedador acceden 
intactos desde el lumen intestinal a la hemolinfa (Minoura et al., 1985; Chinzei y Minoura, 
1988; Ben-Yakir, 1989), unos anticuerpos anti-vitelina/vitelogenina podrían haber inhibido  la 
incorporación de la vitelogenina, desde el intestino y la hemolinfa, a los oocitos en forma de 
vitelina, lo cual podría explicar el efecto protector (Kopacek et al., 2000; Gudderra et al., 
2002; Horigane et al., 2010). 
Poco después, Need y Butler (1991) inmunizaron ratones CD1 frente a O. turicata y 
O. talaje con extractos de tubo digestivo y del conjunto de los órganos internos distintos del 
tubo digestivo. Ninguno de los dos extractos proporcionó protección frente a las larvas de O. 
turicata, pero si frente a las de O. talaje, que son de alimentación lenta, entre las cuales 
provocaron un incremento de la mortalidad del 12% al 29 %, similar al inducido por la 
respuesta natural frente a esta especie. Dado que en las larvas de ambas especies se detectaron 
anticuerpos del hospedador, los autores atribuyeron el efecto protector frente a O. talaje a la 
respuesta celular. Aunque dicha observación es correcta, no se puede descartar el papel de los 
anticuerpos en el efecto protector. La protección pudo estar relacionada con una mayor 
exposición de las larvas de O. talaje a los anticuerpos del hospedador debido a la mayor 
duración de su alimentación, con una mayor calidad (afinidad y avidez) de los anticuerpos 
anti-O. talaje (Vidarsson et al., 2014) y con el reconocimiento de epítopos particulares 
(protectores frente a no protectores) en cada preparación antigénica (Manzano-Román et al., 
2015). 
Nuestro grupo comenzó los estudios con antígenos ocultos de argásidos vacunando 
cerdos con extractos solubles de la hemolinfa, singanglio, glándulas coxales y tubo digestivo 
de O. erraticus (Astigarraga et al., 1995). Con estos antígenos no se consiguió protección 
alguna, probablemente porque durante la preparación de los extractos antigénicos se 
eliminaron las proteínas de membrana de tales extractos. Y de acuerdo con los criterios  




comentados en el apartado anterior, esas proteínas, y en particular las que exponen los 
enterocitos por su cara luminal, podrían ser las de mayor interés vacunal. 
La verificación de la hipótesis anterior fue unos de los objetivos de la tesis doctoral 
de Manzano Román (2002), en la cual se demostró: (i) que, efectivamente, un extracto de las 
proteínas de membrana de los enterocitos de O. erraticus inducía en cerdos, conejos y ratones 
una respuesta protectora capaz de provocar descensos en las tasas de alimentación y 
fecundidad de las hembras de hasta el 50 % y, además, la muerte de hasta el 80 % de las 
ninfas en las primeras 72 horas post-alimentación; (ii) que la molécula responsable de la 
protección era una proteína de 45 kDa (denominada Oe45) que se expresa en la membrana 
luminal de los enterocitos entre las 24 y 72 horas post-alimentación y (iii) que la protección 
está mediada por el sistema del complemento, el cual se fija sobre la superficie de los 
enterocitos a través de los anticuerpos anti-Oe45 provocando la lisis celular y la subsiguiente 
destrucción del intestino, de forma similar a lo observado en las vacunas basadas en el 
antígeno Bm86 (Manzano-Román et al., 2006, 2007). Actualmente aún desconocemos la 
identidad de este antígeno Oe45. 
En vista de la alta protección conseguida frente a O. erraticus con las proteínas de 
membrana de sus enterocitos, se llevaron a cabo ensayos análogos frente a O. moubata 
vacunando cerdos con el extracto homólogo del tubo digestivo de esta especie (García Varas, 
2004). La protección conseguida frente a O. moubata fue menor y consistió en un 40 % de 
reducción de las tasas de alimentación y de fertilidad de las hembras, sin provocar la muerte 
prematura de los parásitos. El hecho de que esta respuesta no matase a los ejemplares se 
atribuyó a que O. moubata elimina el fluido coxal durante el proceso de alimentación, a 
diferencia de O. erraticus que lo hace en las 24 horas siguientes. Consecuentemente, en O. 
moubata la sangre puede llegar al intestino medio lo suficientemente concentrada como para 
impedir que los anticuerpos y las proteínas del complemento difundan hacia la cara luminal 
de los enterocitos y alcancen a sus dianas (García Varas, 2004). 
Por último, en un trabajo más reciente se evaluó el potencial protector de los 
ortólogos de subolesina de O. erraticus y O. moubata. La subolesina fue descubierta como 
antígeno protector en la especie americana Ixodes scapularis (Almazán et al., 2003). 
Posteriormente se demostró que la subolesina es un ortólogo de las akirinas de insectos y 
vertebrados y que, como ellas, actúa como factor de transcripción regulando la expresión 
génica en múltiples procesos fisiológicos de las garrapatas incluyendo la digestión, el 
desarrollo y la reproducción (Goto et al., 2008; Galindo et al., 2009). También se observó que 
interviene en la respuesta inmunitaria innata de la garrapata y en la infección por patógenos 
como Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma marginale, Babesia bigemina and Borrelia 
burgdorferi (de la Fuente et al., 2013). La vacunación con subolesina, o con sus epítopos 
protectores conservados, protege frente a las infestaciones por ixódidos, mosquitos y 
flebotomos y reduce las tasas de transmisión de patógenos (Merino et al., 2011; Moreno-Cid 
et al., 2013), por lo que se considera un buen candidato para el desarrollo de vacunas de 
amplio espectro para el control de los vectores hematófagos y de los patógenos que transmiten 
(de la Fuente et al., 2011, 2013).  




En consecuencia, se examinó el valor vacunal de la subolesina en los ornithodoros  
observándose que su silenciamiento génico por RNAi en O. erraticus y O. moubata no 
afectaba a las tasas de alimentación ni supervivencia, pero inhibía la oviposición en más de un 
88 %. Por su parte, la vacunación de conejos con las formas recombinantes de ambas 
subolesinas indujo robustas respuestas humorales, que, sin embargo, sólo redujeron la 
oviposición entre el 5% y el 24,5%, sin afectar a ningún otro de los parámetros examinados 
(Manzano-Román et al., 2012b). 
Tratando de explicar la baja eficacia vacunal observada, en un trabajo posterior se 
comprobó que la inmunización con las proteínas recombinantes enteras inducía la síntesis de 
anticuerpos frente a los epítopos B lineales inmunodominantes, que están localizados en 
regiones altamente estructuradas de la proteína. Con toda probabilidad, estas regiones no 
intervienen en la actividad biológica de la subolesina, mientras que las regiones más 
desordenadas, las que supuestamente contienen el sitio activo, no fueron reconocidas por los 
anticuerpos inducidos por la vacuna, lo que explicaría la escasa protección conseguida. Para 
forzar el reconocimiento de las regiones desestructuradas, se diseñaron y sintetizaron varios 
péptidos a partir de las secuencias de dichas regiones y, tras conjugarlos con hemocianina 
(KLH), se usaron para vacunar conejos. La vacunación con estos conjugados generó 
anticuerpos específicos frente a las regiones no estructuradas de ambas subolesinas y 
proporcionó hasta un 70,1% y 83,1% de protección frente a O. erraticus y O. moubata 
respectivamente (Manzano-Román et al., 2015). 
Estos resultados indicaban que el efecto protector de las vacunas basadas en 
subolesina depende de los epítopos concretos que son reconocidos por los anticuerpos y 
sugieren que la actividad biológica de estas proteínas es asumida por sus regiones no 
estructuradas, en paralelo con lo observado por otros autores (de la Fuente et al., 2013; 
Merino et al., 2013; Moreno-Cid et al., 2013). Adicionalmente, estos resultados suministraron 
4 péptidos protectores al acervo de candidatos antigénicos para el desarrollo de vacunas anti-
garrapata y permiten incluir a los argásidos en el conjunto de vectores hematófagos sensibles 
a las vacunas basadas en subolesina/akirina. 
7. Nuevas estrategias para la identificación de antígenos protectores. 
7.1. Introducción a la vacunología reversa. 
En su revisión sobre las vacunas anti-garrapata, Willadsen (2008) analiza los tres 
principales tipos de abordajes experimentales tradicionalmente utilizados para identificar 
antígenos protectores en las garrapatas: el inmunológico, basado en el estudio de antígenos 
que provocan una respuesta inmune; el funcional, basado en la identificación de proteínas de 
la garrapata importantes para la fisiología y la supervivencia del parásito; y, por último, el 
fraccionamiento bioquímico, basado en la vacunación con fracciones de extractos proteicos de 
composición progresivamente más simple y análisis del efecto sobre el parásito hasta aislar un 
antígeno protector individual. 
 




Actualmente, el desarrollo y aplicación de nuevas tecnologías de análisis masivo a las 
garrapatas (NGS, RNA-seq, etc.) está incrementando la aún escasa disponibilidad de datos 
“ómicos” de garrapatas (genómicos, transcriptómicos, proteómicos, metabolómicos, etc.) en 
las bases de datos de acceso público (como por ejemplo, VectorBase, The Gene Index Project, 
CattleTickBase). 
Esta creciente disponibilidad de secuencias de garrapata junto con el desarrollo en 
paralelo de herramientas bioinformaticas más potentes y especificas para la integración y 
análisis de datos “ómicos” están permitiendo la rápida transición desde las aproximaciones 
tradicionales para la búsqueda de antígenos protectores de garrapata hacia las nuevas 
estrategias de vacunología reversa. Prueba de ello son los abundantes artículos experimentales 
(y de revisión) que se han publicado recientemente sobre este tema, de los cuales citamos los 
más representativos: Aljamali et al. (2009a, 2009b), Flower et al. (2010), Ribeiro et al. (2011, 
2012), Guerrero et al. (2012), Maritz-Olivier et al. (2012), Oliveira et al. (2013), de la Fuente 
y Merino (2013), Lew-Tabor et al. (2014), de la Fuente y Contreras (2015), Richards et al. 
(2015), Chmelar et al. (2016), de la Fuente et al. (2016), Lew-Tabor y Rodríguez Valle 
(2016). 
La vacunología reversa parte de enfoques holísticos, basados en la biología de 
sistemas, en los que se analizan las interacciones entre los hospedadores, las garrapatas y los 
patógenos, obteniendo información genómica, transcriptómica, proteómica, inmunológica y 
metabólica, que posteriormente se integra y analiza in silico con diferentes herramientas 
bioinformáticas (Cuadro 1. 1). 
El análisis bioinformático permite realizar una selección teórica de candidatos 
vacunales en función de determinados criterios basados en hipótesis, como por ejemplo, la 
localización subcelular, la expresión en membranas, su inmunogenicidad o su posible función 
biológica (Nakaya et al., 2012, Six et al., 2012).  
La lista de candidatos resultantes puede entonces reducirse en función de criterios 
adicionales como su expresión en distintas especies, fases evolutivas y tejidos, o su expresión 
transitoria en función del estado fisiológico de los ejemplares. En este punto, la obtención de 
los correspondientes proteomas y la integración de los datos proteómicos son de gran utilidad 
(Anderson et al., 2008).  
Si el número de candidatos resultantes aún es elevado, éstos pueden someterse a 
ensayos experimentales con el fin de seleccionar aquellos con el mayor potencial protector, 
como, por ejemplo, el silenciamiento génico mediante ARN interferente (RNAi) (de la Fuente 
et al., 2010) o la alimentación in vitro con anticuerpos frente a esos antígeno (Lew-Tabor et 
al., 2014). 
Los candidatos finalmente elegidos son obtenidos en forma recombinante y validados 
en pruebas de vacunación de animales en condiciones de laboratorio y de campo.  Por último, 
se debe caracterizar la función biológica del antígeno y el mecanismo inmunológico 
responsable del efecto protector.  




Con toda esa información sería posible diseñar vacunas más eficaces mediante la 
combinación de varios antígenos con funciones distintas para producir un efecto protector 
sinérgico (de la Fuente y Merino, 2013; de la Fuente et al., 2016). 
 
 
Cuadro 1. 1. Vacunología reversa aplicada el desarrollo de vacunas para el control de 
las infestaciones por garrapatas y de la transmisión de patógenos. La figura presenta 
un enfoque holístico (biología de sistemas) basado en la integración y análisis de datos 
ómicos obtenidos a partir del examen de las interacciones hospedador-garrapata-
patógeno (de la Fuente et al., 2016). 
 
7.2. Vacunología reversa aplicada al desarrollo de vacunas frente a argásidos.  
Como acabamos de señalar, la vacunología reversa es el nuevo paradigma para el 
descubrimiento de vacunas frente a garrapatas (Lew-Tabor y Rodríguez Valle, 2016). En las 
revisiones recientes sobre este tema se recopilan las diversas estrategias aplicadas al 
desarrollo de vacunas frente a garrapatas y frente a los patógenos que éstas transmiten, al 
tiempo que se proporciona un amplio listado de herramientas bioinformáticas y bases de datos 
de utilidad para la selección in silico de candidatos vacunales (Lew-Tabor y Rodríguez Valle, 
2016). 
En otra revisión reciente se analiza un conjunto de procesos fisiológicos y moléculas 
vitales, desarrollados por las garrapatas como consecuencia de su adaptación a la hematofagia 
estricta, los cuales son razonadamente propuestos como dianas antigénicas para el diseño de 
nuevas aproximaciones de vacunología reversa. Dichos procesos son la fijación al hospedador 
e ingestión de la sangre -incluyendo la neutralización de las respuestas defensivas del 
hospedador-, el balance hídrico, la digestión de la sangre y la absorción de los nutrientes, el  




metabolismo del grupo hemo y el hierro dietarios, la detoxificación y, finalmente, el 
apareamiento y reproducción incluyendo la vitelogénesis, embriogénesis y fertilidad (de la 
Fuente et al., 2016). 
En esta revisión también se compendian y comentan los principales candidatos 
antigénicos ya identificados asociados con dichos procesos (Cuadro 1.2). 
 
 
Cuadro 1. 2. Principales procesos fisiológicos resultantes de la adaptación a la 
hematofagia de las garrapatas. Para cada uno de ellos se indican algunas de las 
moléculas implicadas que han sido ensayadas como candidatos vacunales. Los 
candidatos más prometedores están subrayados (de la Fuente et al., 2016). 
Los mencionados procesos tienen lugar en células de las glándulas salivales, el 
intestino y el ovario, por lo que, de acuerdo con lo sugerido en el apartado 5, dichos órganos 
constituyen objetivos prioritarios para la búsqueda de nuevos antígenos protectores, tanto en 
ixódidos como en argásidos. 
En todas estas revisiones también se destaca la actual escasez de datos genómicos de 
garrapatas, la cual tiene entre sus causas el gran tamaño de los genomas de estos organismos y 
la alta proporción en ellos de densas regiones repetitivas. En la actualidad sólo están 
disponibles el genoma completo de Ixodes scapularis y partes de los genomas de I. ricinus y 
R. microplus; no se dispone de genomas de argásidos. 
 




Debido a la complejidad de los genomas de garrapata, la mayor parte de las 
aproximaciones de vacunología reversa desarrolladas con estos organismos han optado por 
obtener primero los transcriptomas y proteomas de los órganos de interés, esencialmente las 
glándulas salivales (sialomas) y el intestino medio (mialomas), y posteriormente identificar 
los genes/proteínas expresados diferencialmente por las garrapatas durante la alimentación y 
la digestión de la sangre (de la Fuente et al., 2016). 
La práctica totalidad de estas aproximaciones se han llevado a cabo en ixódidos y 
sólo ahora están comenzando a abordarse en argásidos. De hecho, en argásidos, hasta la fecha 
sólo se han publicado los sialomas de Argas monolakensis, Ornithodoros coriaceus y 
Ornithodoros  parkeri (Francischetti et al. 2009) y el proteoma salival de O. moubata (Díaz-
Martín et al., 2013a). Un análisis comparado de los sialomas de ixódidos y argásidos 
disponibles demostró que las principales familias de proteínas salivales se conservan en 
ambas familias de garrapatas (Mans et al., 2008). Por tanto, la obtención de los sialomas de 
otras especies de argásidos posibilitaría la búsqueda de antígenos salivales protectores 
conservados y, por otra parte,  el análisis integrado de sus sialomas y mialomas facilitaría la 
identificación de antígenos protectores para el desarrollo de vacunas de acción dual. 
Como se señaló en el apartado 5, varios programas de investigación actualmente en 
curso están dando prioridad a la identificación de antígenos protectores que se expresan en las 
membranas del intestino medio de los ixódidos (Guerrero et al., 2012; Richards et al., 2015). 
Esto debería ser también una prioridad para los argásidos, pero la carencia de mialomas de 
argásidos impide, por ahora, la identificación de antígenos intestinales potencialmente 
protectores mediante la aplicación de estrategias de vacunología reversa. 
De hecho, como ya se ha señalado, aún no se dispone de datos transcriptómicos del 
intestino medio de ningún argásido y sólo se dispone del proteoma del intestino medio de O. 
erraticus (Oleaga et al., 2015).  
Por tanto, la obtención y análisis de los transcriptomas y proteomas del intestino 
medio de los principales argásidos vectores de enfermedades es una necesidad urgente. 
Esta información proporcionará conocimientos básicos sobre la biología de estos 
parásitos y su relación con los hospedantes y los patógenos que transmiten. También permitirá 
comparar su composición con la de los mialomas de los ixódidos y, probablemente, la 




















La garrapata Ornithodoros moubata es un argásido africano distribuido por los países 
del este, centro y sur del continente (Vial, 2009; Quembo et al., 2016), donde transmite la 
Fiebre recurrente humana causada por Borrelia duttoni y la Peste porcina africana (PPA).  
La presencia de O. moubata en el entorno doméstico y peridoméstico contribuye a la 
persistencia de ambas enfermedades en las zonas endémicas y, además, representa un 
constante riesgo de propagación de dichas enfermedades hacia otras regiones (Cutler, 2010; 
Sánchez-Vizcaíno et al., 2015; Quembo et al., 2016). 
La prevención y control de dichas enfermedades requiere la eliminación de las 
poblaciones sinantrópicas de O. moubata. La aplicación de acaricidas como método de lucha 
frente a este argásido resulta ineficaz y, por tanto, se necesitan métodos alternativos de 
control, como podrían ser las vacunas anti-garrapata. Con ese objetivo, nuestro grupo inició el 
desarrollo de una vacuna anti-O. moubata evaluando la capacidad protectora de dos tipos de 
antígenos: salivales e intestinales. 
Los estudios con antígenos salivales nos permitieron identificar tres componentes 
antihemostáticos protectores que, administrados conjuntamente, proporcionan más de un 50% 
de eficacia protectora, lo cual los convierte en interesantes candidatos vacunales. Pero, pese a 
ello, aún no se ha podido obtener una vacuna que sea completamente eficaz frente a O. 
moubata y que esté basada únicamente en antígenos salivales (Díaz-Martín et al., 2015). 
Por su parte, la posibilidad de obtener respuestas protectoras más eficaces utilizando 
antígenos intestinales de O. moubata parecía más probable al ser este tipo de antígenos los 






En nuestros estudios previos con O. moubata y con la especie ibérica Ornithodoros 
erraticus, la inmunización de animales con extractos de membrana del intestino indujo 
respuestas protectoras que redujeron significativamente la alimentación y fecundidad de las 
hembras (García Varas, 2004; Manzano-Román et al., 2006). En esos mismos estudios se 
comprobó que los antígenos responsables del efecto protector eran proteínas de la membrana 
luminal de los enterocitos y que su expresión aumentaba significativamente tras la ingestión 
de la sangre, alcanzando un máximo en torno a las 48 horas post-alimentación (Manzano-
Román et al., 2007). 
Estas proteínas aún no han sido identificadas, pero los resultados anteriores 
confirman la capacidad protectora de los antígenos de membrana del intestino de ambas 
especies, convirtiendo al intestino medio de los ornithodoros en objetivo prioritario de estudio 
en la búsqueda e identificación de candidatos vacunales. 
El intestino medio de las garrapatas es el órgano encargado de digerir la sangre del 
hospedador y de absorber los nutrientes imprescindibles para su supervivencia y reproducción 
(Sojka et al., 2013). Además constituye la primera barrera defensiva a la que se enfrentan los  





microorganismos patógenos ingeridos con la sangre, la cual debe ser eficientemente superada 
por éstos para invadir y multiplicarse en otros órganos y, desde ellos, transmitirse a la 
siguiente fase evolutiva, a la descendencia y a otros hospedadores (Kocan et al., 2004).  
En definitiva, el intestino medio forma parte de la interfase hospedador-garrapata-
patógeno y en él se expresan numerosas proteínas que intervienen en procesos fisiológicos 
vitales para la garrapata y/o en los mecanismos de invasión, multiplicación y transmisión de 
patógenos. Por tanto, dichas proteínas son de gran interés como candidatos antigénicos para el 
desarrollo de vacunas anti-garrapata y vacunas bloqueantes de la transmisión de 
enfermedades. 
Cabe esperar que ese conjunto de proteínas intestinales experimenten una expresión 
diferencial en respuesta al estímulo proporcionado por la fijación al hospedador y la ingestión 
de la sangre. Y de acuerdo con nuestras observaciones previas (Manzano-Román et al., 2007) 
y lo descrito por otros autores (Akov, 1982; Sojka et al., 2013), cabría esperar que las 
proteínas sobre-expresadas en torno a las 48 horas post-alimentación muestren un alto 
potencial protector. 
Estas proteínas, al ser antígenos ocultos no habrán sufrido la presión selectiva de la 
respuesta inmunitaria del hospedador, por lo que: (i) mantendrán una alta inmunogenicidad y 
es previsible que induzcan fuertes repuestas humorales si se administran artificialmente con 
adyuvantes; y (ii) es probable que estén conservadas en otros argásidos, e incluso en ixódidos, 
lo que permitiría utilizarlas en una vacuna de amplio espectro frente a estos vectores 
hematófagos. 
De dichas proteínas, las expresadas en la membrana plasmática luminal del enterocito 
(junto con las secretadas a la luz intestinal) son las más fácilmente accesibles a los efectores 
inmunes ingeridos con la sangre del hospedador (esencialmente, los anticuerpos y el 
complemento), por lo que serían las de primera elección como dianas vacunales. 
A la vista de lo anterior, y dado que en O. moubata se desconoce casi por completo la 
composición proteica de su tubo digestivo, en la presente tesis doctoral nos propusimos los 
siguientes OBJETIVOS GENERALES:  
(i) La obtención del mialoma (transcriptoma + proteoma) del intestino medio de O. 
moubata. 
(ii) El análisis comparado de dicho mialoma antes y después de la alimentación para 
identificar genes/proteínas expresados diferencialmente en respuesta a la digestión 
de la sangre. 
(iii) La selección de antígenos potencialmente protectores entre las proteínas de 
membrana sobre-expresadas tras la alimentación aplicando una estrategia de 
vacunología reversa e incluyendo la validación experimental de los candidatos en 
pruebas de inmunización de animales. 





La consecución de dichos objetivos generales se planteó a través de los siguientes 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
1. Obtención del transcriptoma del intestino de hembras de O. moubata en ayunas y a 
las 48 horas post-alimentación. Anotación y comparación entre los dos estados 
fisiológicos. 
2. Obtención del proteoma del intestino de hembras de O. moubata  en ayunas y a las 
48 horas post-alimentación. Anotación y comparación entre ambos estados 
fisiológicos. 
3. Selección in silico de antígenos potencialmente protectores a partir de la 
información transcriptómica y proteómica basada, esencialmente, en criterios de 
inmunogenicidad, localización celular y sobreexpresión tras la alimentación. 
4. Producción de formas recombinantes de los antígenos seleccionados en el objetivo 
anterior o bien diseño y síntesis química de péptidos antigénicos a partir de dichos 
candidatos. 
5. Evaluación del efecto protector de las proteínas recombinantes y péptidos sintéticos 
frente a O. moubata y O. erraticus mediante experimentos de vacunación de 
























Se han obtenido, por primera vez en una especie de argásido, los transcriptomas y 
proteomas intestinales  de hembras en ayunas y de hembras en las primeras fases de la 
digestión de la sangre. La caracterización funcional y el análisis de la expresión diferencial 
entre estos mialomas han proporcionado información inédita sobre los genes y proteínas 
implicados en el proceso de digestión en argásidos, en particular en el metabolismo y 
transporte de los nutrientes y en las respuestas defensivas, detoxificantes y antioxidantes 
desencadenadas por la ingestión de sangre. 
 
Segunda. 
La identificación en el mialoma de O. moubata de enzimas proteolíticas que 
pertenecen a las mismas clases/familias de proteasas que las descritas en ixódidos revela que, 
a pesar de la diferente estrategia alimenticia mostrada por ixódidos y argásidos, el sistema 
hemoglobinolítico en ambas familias es similar. 
 
Tercera. 
Aunque la principal fuente de nutrientes durante la digestión sanguínea en garrapatas 
son las proteínas, y en particular la hemoglobina y la albúmina, la identificación de 
numerosos genes y proteínas implicados en el metabolismo y transporte de lípidos y 
carbohidratos revela que estos componentes también constituyen fuentes nutricionales 
relevantes y ocupan una parte importante del proceso de digestión de la sangre. 
 
Cuarta. 
Los genes y proteínas implicados en los mecanismos de transporte intracelular, en las 
respuestas defensivas, detoxificantes y respuestas al estrés están estrechamente regulados, 
poniendo de relieve la complejidad e importancia de estos procesos, los cuales cobran de esta 
manera un gran interés como dianas para intervenciones terapéuticas y/o inmunológicas. 
 
Quinta. 
La identificación de genes implicados en la formación de la matriz peritrófica 
confirma la existencia de esta estructura en O. moubata. 
 
Sexta. 
El empleo del transcriptoma como base de datos para la identificación del proteoma 
ha incrementado notablemente el número de proteínas identificadas, demostrando su enorme 
utilidad en los análisis proteómicos, especialmente en los efectuados con organismos que no 
tienen secuenciado su genoma, como es el caso de O. moubata. 
 
Séptima.  
El análisis comparado de los proteomas intestinales de O. moubata antes y después 
de la alimentación confirma lo observado en otras especies de garrapatas. Esto es, que, al 
menos durante las primeras fases de la digestión, el proteoma intestinal no experimenta  





grandes modificaciones. Por el contrario, el transcriptoma intestinal es mucho más dinámico 
mostrando variaciones significativas en el nivel de expresión de numerosos genes implicados 
en los procesos de digestión sanguínea y en las respuestas al estrés oxidativo desencadenados 
por la alimentación de las garrapatas. 
 
Octava 
La disponibilidad y abundancia de datos ómicos nos ha permitido llevar a cabo una 
selección teórica de antígenos intestinales potencialmente protectores, mediante una estrategia 
de vacunología reversa, en la que hemos utilizado criterios basados en hipótesis de 
inmunogenicidad, localización celular, funcionalidad y sobreexpresión tras la alimentación. 
La evaluación experimental de la eficacia vacunal de los candidatos teóricos confirmó su 
potencial protector, aunque éste fue medio-bajo para la mayoría de ellos, como Om17, Om85, 
Om03 y Om99 y, contra todo pronóstico, muy bajo para Om86. 
 
Novena. 
Todos los candidatos, salvo Om86, comparten epítopos protectores en O. moubata y 
O. erraticus, por lo que podrían usarse como antígenos en vacunas frente a  ambas especies. 
Notablemente, estos candidatos proporcionaron mayor protección frente a O. erraticus que 
frente a O. moubata, confirmando las observaciones previas acerca de la menor sensibilidad 
de O. moubata a las vacunas basadas en antígenos ocultos del intestino medio. Atribuimos 
esta menor sensibilidad a particularidades anatomo-fisiológicas de O. moubata, como puede 
ser la presencia de matriz peritrófica, que no estarían presentes en O. erraticus 
 
Décima. 
Ninguno de los candidatos evaluados comparte epítopos con proteínas salivales ni de 
O. moubata ni de O. erraticus, por lo que los contactos naturales con estas especies no actúan 
como dosis antigénicas de recuerdo y, en consecuencia, cabe esperar que el nivel de 
anticuerpos específicos y la eficacia protectora de los candidatos desciendan con el tiempo en 
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a  b  s  t  r  a  c  t
Ticks  are  parasites  of  great  medical  and veterinary  importance  since  they  are  vectors  of  numerous
pathogens  that  affect  humans,  livestock  and  pets.  Among  the  argasids,  several  species  of  the genus
Ornithodoros  transmit  serious  diseases  such  as  tick-borne  human  relapsing  fever  (TBRF)  and  African
Swine  Fever  (ASF).  In  particular,  Ornithodoros  erraticus  is  the  main  vector  of these  two  diseases  in the
Mediterranean  while  O.  moubata  is  the  main  vector  in Africa.  The  presence  of these  Ornithodoros  ticks
in  domestic  and  peridomestic  environments  may  greatly  hinder  the  eradication  of  TBRF  and  ASF from
endemic  areas.  In  addition,  there  is  a constant  threat  of  reintroduction  and  spreading  of  ASF into  countries
from  where  it has  been  eradicated  (Spain  and  Portugal)  or where  it was  never  present  (the Caucasus,  Rus-
sia and  Eastern  Europe).  In these  countries,  the  presence  of  Ornithodoros  vectors  could  have  a  tremendous
impact on  ASF  transmission  and  long-term  maintenance.  Therefore,  elimination  of  these ticks  from  at
least  synanthropic  environments  would  contribute  heavily  to  the  prevention  and  control  of the  diseases
they  transmit.  Tick  control  is  a difficult  task  and  although  several  methods  for  such  control  have  been
used,  none  of  them  has  been  fully  effective  against  all  ticks  and  the  problems  they  cause.  Nevertheless,
immunological  control  using  anti-tick  vaccines  offers  an  attractive  alternative  to  the  traditional  use of
acaricides.  The  aim  of the  present  paper is  to  offer  a brief  overview  of  the  current  status  in control  measure
development  for  Ornithodoros  soft  ticks,  paying  special  attention  to  the  development  of vaccines  against
O.  erraticus  and  O.  moubata.  Thus,  our  contribution  includes  an  analysis  of the  chief  attributes  that  the
ideal  antigens  for an anti-tick  vaccine  should  have,  an  exhaustive  compilation  and  analysis  of the  scant
anti-soft  tick  vaccine  trials carried  out  to date  using  both  concealed  and  salivary  antigens  and,  finally,
a  brief  description  of  the new  reverse  vaccinology  approaches  currently  used to  identify  new  and more
effective  protective  tick  antigens.
©  2015  Elsevier  GmbH.  All  rights  reserved.
Introduction
Ticks are cosmopolitan blood-sucking ectoparasites of mam-
mals, birds and reptiles. Ticks belong to two main families, the
Argasidae (soft ticks) and the Ixodidae (hard ticks), which share
common basic properties but differ in their morphology, biology
and ecology. A monotypic third tick family is Nuttalliellidae, whose
sole species (Nuttalliella namaqua) possesses features of soft and
hard ticks and is considered the missing link between the main
two families (Hoogstraal, 1956; Latif et al., 2012; Manzano-Román
et al., 2012a).
∗ Corresponding author. Tel.: +34 923219606; fax: +34 923219609.
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(P. Obolo-Mvoulouga), ana.oleaga@irnasa.csic.es (A. Oleaga),
ricardo.perez@irnasa.csic.es (R. Pérez-Sánchez).
Typically, ixodids are exophilic ticks that remain on the soil and
vegetation and actively seek hosts when the season is suitable. After
attachment to an adequate host they feed for several days, ingest-
ing enormous amounts of blood and once engorged they then drop
off the host returning to the soil, where they moult or, in the case
of females, oviposit and die. By contrast, argasid ticks tend to be
endophilic/nidicolous parasites. In the natural environment they
live inside the nests and burrows of their hosts and in synanthropic
environments they colonize animal facilities and human dwellings,
where they remain protected from adverse climatic conditions and
have regular access to host blood. Most argasids are fast feeders
(they feed in less than 1 h) ingesting a relatively small amount of
blood per meal and adult specimens can feed and reproduce repeat-
edly. Argasids are very resistant to starvation and can even survive
for several years without feeding (Mans and Neitz, 2004; Oleaga
et al., 1990; Sonenshine et al., 2002; Vial, 2009).
Ticks are parasites of great medical and veterinary importance
because they are the vectors of numerous pathogens including
http://dx.doi.org/10.1016/j.ttbdis.2015.03.006
1877-959X/© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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viruses, bacteria, protozoa and helminths, all of which affect
humans, livestock and pets (de la Fuente et al., 2008; Jones et al.,
2008). In addition, their feeding can cause direct damage to their
hosts such as significant blood loss, paralysis, toxicosis, irritation,
allergy and tissue destruction (Jongejan and Uilenberg, 2004).
Regarding the pathogens transmitted by argasids, these are
mainly viruses and bacteria. Among the currently recognized viral
diseases transmitted by soft ticks, African Swine Fever (ASF) is par-
ticularly important. In addition, most of the bacteria transmitted by
argasids are Borrelia species that cause relapsing fever in humans
(Manzano-Román et al., 2012a).
There are two types of human relapsing fever: the epidemic or
louse-borne type, caused by Borrelia recurrentis and transmitted by
the human body louse Pediculus humanus, and the endemic or tick-
borne (TBRF) type caused by many different Borrelia species, which
are all of them transmitted by soft ticks of the genus Ornithodoros.
TBRF is characterized by episodes of recurring fever and non-
specific symptoms such as headache, myalgia, arthralgia, chills
and abdominal pains. TBRF is highly endemic in some east African
countries, namely Tanzania, where it affects the 6.4% of popula-
tion and is responsible for up to 436 per 1000 perinatal mortality
rates. In Eurasia and the Americas TBRF is more sporadic affecting
mainly humans who enter caves, ruins, or animal shelters infested
with soft ticks (Cutler, 2006, 2010; Diatta et al., 2012; Rebaudet and
Parola, 2006).
ASF is caused by the African swine fever virus (ASFV), which is
the only known DNA virus with an arthropod vector (Penrith et al.,
2013). ASF is a haemorrhagic fever disease of pigs with mortality
rates approaching 100%. It causes major economic losses, threat-
ens food security and limits pork production in affected countries.
The disease was originally confined to Africa until it spread to
Europe in the middle of the last century and later also to South
America and the Caribbean. In Europe (except Sardinia) and the
Americas the infection was  eradicated via drastic control and erad-
ication programmes. However, in 2007 the disease was  introduced
into Georgia, from where it rapidly spread to neighbouring Trans-
Caucasian countries, the Russian Federation and Eastern Europe,
and then recently into the European Union (OIE WAHID, visited
December 4th 2014). There is no vaccine against ASFV and this
limits the options for disease control (Costard et al., 2013; Sánchez-
Vizcaíno et al., 2012, 2015).
As mentioned above, these two diseases – TBRF and ASF – are
transmitted by soft tick species of the genus Ornithodoros. In partic-
ular, O. moubata is their main vector in Africa and O. erraticus is their
main vector in the Mediterranean Basin (Costard et al., 2013; Cutler,
2010). Moreover, O. erraticus is the type species of the O. erraticus
complex, which includes among others several species such as O.
alactagalis, O. asperus, O. pavlovskyi,  O. tartakovskyi, O. tholozani and
O. lahorensis.  These species are distributed throughout the Middle
East, the Caucasus and the Russian Federation, where ASF is cur-
rently spreading. Although not yet experimentally proved, these
species are suspected to be competent vectors for ASFV; should this
be the case, they could have a tremendous impact on the transmis-
sion and long-term maintenance of ASF in this broad region (EFSA
panel, 2010a,b,c).
The presence of Ornithodoros ticks in domestic and peridomestic
environments is an enormous pitfall in the eradication of TBRF and
ASF from endemic areas. In addition, the presence of Ornithodoros
populations also worsens the constant threat of reintroduction,
spreading and maintenance of ASF into countries from where it has
been eradicated, such as Spain and Portugal, or where it was never
present (Boinas et al., 2013; Costard et al., 2013; Sánchez-Vizcaíno
et al., 2012, 2015; Wilson et al., 2013). Accordingly, elimination
of these ticks from at least synanthropic environments would be
of great help in the prevention and control of the diseases they
transmit.
The aim of the present paper is to offer a brief overview of the
current status in control measure development for Ornithodoros
soft ticks, paying special attention to development of vaccines
against O. erraticus and O. moubata.
Methods for tick control
Control of tick infestations and tick-produced damages repre-
sent a multifaceted problem that remains unsolved since none
of the control methods applied to date has been fully effective
against all ticks (Manzano-Román et al., 2012a). The control of tick
populations has been essentially based on the use of chemical aca-
ricides (arsenicals, chlorinated hydrocarbons, organophosphates,
carbamates and synthetic pyrethroids). However, these prod-
ucts have severe drawbacks such as environmental pollution, the
contamination of animal products and the selection of resistant
tick strains, which greatly reduces the usefulness and average
useful life of the agent on the market (George et al., 2004;
Ghosh et al., 2007; Graf et al., 2004; Guerrero et al., 2012).
In addition, the use of acaricides against Ornithodoros ticks is
inefficient because of their nidicolous/endophilic lifestyle, which
means that it is not possible to ensure that these agents will
reach all places where these parasites hide (Astigarraga et al.,
1995).
The problems associated with the use of acaricides together with
the high costs involved in the development and commercialization
of new chemical agents (Guerrero et al., 2012) have encouraged the
quest for alternative methods for tick control, including anti-tick
vaccines and bio-control with agents such as parasitoids, preda-
tors and entomopathogenic organisms, mostly fungi, bacteria and
nematodes (Samish et al., 2008).
Among these bio-control agents, the only ones tested against
soft ticks to date have been entomopathogenic fungi (Samish et al.,
2008). These organisms, and particularly the species Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae,  have been shown to be effec-
tive against ticks in several laboratory and field studies (Fernandes
and Bittencourt, 2008; Ment et al., 2013; Polar et al., 2008; Ren
et al., 2014). However, such studies have focused almost exclu-
sively on the control of ixodid ticks and have neglected argasid
ticks. There are some exceptions to this rule, such as the works of
Sewify and Habib (2001) and Habib and Sewify (2002), who studied
the pathogenic effect of M.  anisopliae and B. bassiana on Argas per-
sicuss. These authors sprayed heavily infested poultry houses with
fungal spore suspensions and observed that the argasid population
disappeared in 3 weeks. There is also the work of Pourseyed et al.
(2010), who  obtained up to 100% mortality in larvae and females
of Argas persicus treated with M.  anisopliae under laboratory con-
ditions. Finally, also interesting are the works of Zabalgogeazcoa
et al. (2008) and Herrero et al. (2011), who carried out laboratory
trials showing that several isolates of B. bassiana and Tolypocladium
cylindrosporum caused up to 70% mortality in O. erraticus and up
to 40% mortality in O. moubata. Therefore, further investigations
for developing entomopathogenic fungal strains as anti-argasid
biocontrol agents seems to be justified (Manzano-Román et al.,
2012a).
Immunological control using anti-tick vaccines offers an even
more attractive method than entomopathogenic fungi for replac-
ing and/or supplementing the use of chemical acaricides. The
last decade of the twentieth century saw the advent of the first
two commercial anti-tick vaccines (TickGARD© in Australia and
GAVAC© in Latin America). Both vaccines were directed towards the
ixodid tick Rhipicephalus microplus and were based on the antigen
Bm86, which is a glycoprotein expressed on the luminal membrane
of midgut epithelial cells, hidden from the host’s immune sys-
tem and consequently considered a concealed antigen (Willadsen,
2008).
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Although with variable efficacy, the application of these two
vaccines during the last two decades has shown that host vacci-
nation is a suitable and sustainable method for the control of tick
populations. The implementation of anti-tick vaccines in integrated
control programmes permits a reduction in the use of acaricides,
which in turn decreases treatment costs. Reduced acaricide use
also decreases the likelihood of acaricide resistance development,
thus prolonging the average commercial life of acaricide agents (de
la Fuente et al., 2007; Guerrero et al., 2012; Vargas et al., 2010;
Willadsen, 2008).
Despite this success and the ensuing intensive investigation car-
ried out in this field during the last twenty years (especially in
ixodid ticks), the development of new and more effective anti-tick
vaccines has been slower than expected and no new anti-tick vac-
cine has yet been commercialized. Several economic reasons have
contributed to this delay but the main reason has been the difficulty
involved in identifying new and highly protective tick antigens
(Guerrero et al., 2012; Willadsen, 2008).
As a result, at present there is only a limited repertoire of vac-
cine candidate antigens and these come mostly from hard ticks
(Guerrero et al., 2012; Merino et al., 2013; Parizi et al., 2012;
Willadsen, 2008). Regarding soft ticks, the number of candidate
antigens for vaccine development is even lower than for hard
ticks. Thus, there is an urgent need to identify new tick protective
antigens to increase the chance of developing successful anti-tick
vaccines.
Desirable attributes in candidate antigens for the
development of anti-tick vaccines
There is a fair degree of consensus regarding the main attributes
that an ideal antigen for an anti-tick vaccine must have (de la Fuente
et al., 2011; de la Fuente, 2012; Flower et al., 2010; Guerrero et al.,
2012; Maritz-Olivier et al., 2012; Moreno-Cid et al., 2013; Parizi
et al., 2012; Wikel, 2013). These attributes would be as follows.
First, the target antigen must be easily accessible to the host
immune effectors (i.e., antibodies) ingested during blood feed-
ing. Accordingly, secreted salivary proteins (exposed antigens) and
membrane proteins expressed on the luminal surface of midgut
cells (concealed antigens) could be suitable candidate antigens.
In addition, since host immunoglobulins can pass from the gut
lumen to the haemolymph (Chinzei and Minoura, 1988; Nuttall
et al., 2006) other concealed antigens from internal organs bathed
by haemolymph would also be suitable. Salivary exposed anti-
gens seems quite attractive since these antigens elicit an immune
response during tick infestations, and a vaccine based on such anti-
gens would prime a vaccinated animal’s immune response against
tick infestation. However, some authors have expressed some
reserve regarding salivary exposed antigens since the co-evolution
of the tick-host interaction has likely led to the development by
ticks of means to circumvent the host immune system’s response
to exposed antigens (Brake and Pérez de León, 2012). In this sense,
“silent” salivary antigens might be more adequate because are not
subjected to selective pressure by the host immune system and
ticks would have not evolved mechanisms to protect them. These
would include all the tick secreted salivary antigens that are not rec-
ognized by host immunity upon repeated exposure to ticks, but that
can be recognized by a vaccine-induced response, as was observed
for the Ixodes scapularis sialostatin L2 (Kotsyfakis et al., 2008). This
type of antigen would allow the development of dual-action vac-
cines, in which tick infestations on vaccinated animals would act
as boosting antigen doses (Trimnell et al., 2002).
Second, the antigen should have a critical function in the tick
such that the disruption of that function would lead either to letha-
lity or reduced fecundity at levels that impact the tick population.
Third, it would be also desirable candidate antigens encoded by
unigenes or by low copy-number genes not included in any family.
The aim is to prevent redundant family members from taking up
the function of the targeted member and favour specific blockage
of crucial functions in ticks.
Fourth, the antigen should share conserved epitopes among sev-
eral tick species and, ideally, among other arthropod vectors to
protect against multiple vector infestations.
Finally, it would be also very appropriate that the protective
antigen could reduce the vector capacity for the transmission of
vector-borne pathogens.
None of the candidates currently available fulfil all these
requirements and the most effective ones meet only two  or
three criteria. For example, the Bm86 glycoprotein and the sub-
olesin/akirin orthologues are both examples of concealed antigens;
they are also highly conserved in different tick species, and they
also reduce vector capacity for the transmission of pathogens (de
la Fuente et al., 2011).
Taking the above-mentioned concepts into consideration, a
number of current research programmes are prioritizing the
identification of membrane-associated or membrane-bound anti-
gens that are expressed in the midgut or ovary and that share
cross-reacting epitopes (due to sequence similarity) with proteins
secreted into the saliva. These antigens would be the basis for dual-
action vaccines and these vaccines are considered to be the most
promising ones (Guerrero et al., 2012). The primary example of
this kind of cross-reacting dual action antigen is the Rhipicephalus
appendiculatus cement antigen 64TRP (Trimnell et al., 2002, 2005).
A second example of potential dual-action antigen would be the R.
microplus antigen 2, which is a gut antigen sharing sequence simi-
larity to a secreted homolog in salivary glands (Guerrero et al., 2012;
Rachinsky et al., 2008). This antigen may  be a dual action candidate
since it may  elicit cross-protective antibodies that might recognize
the salivary homolog as well due to conserved epitopes.
Consistent with the above priority, the gut transcriptomes and
proteomes from some ixodid ticks have begun to be analyzed, and
those from Dermacentor variabilis (Anderson et al., 2008) and R.
microplus (Heekin et al., 2013; Kongsuwan et al., 2010; Popara
et al., 2013; Rachinsky et al., 2008) have recently been published.
Regarding argasid ticks, no gut transcriptome or proteome has been
published to date, although the sialomes from four species of this
family are already available (Díaz-Martín et al., 2013a; Francischetti
et al., 2009), and this may  serve as a reference in the search for
antigens for dual-action vaccines.
Update on the development of vaccines against
ornithodoros soft ticks
To date, studies aimed at developing vaccines against soft ticks
have been notably less abundant than the focused on hard ticks
and have addressed just a few species belonging to the genera
Ornithodoros and Argas (Table 1). Regarding Argas sp., the stud-
ies available include the work of Dusbábeck et al. (1990) on Argas
polonicus and the works of Sayed et al. (2001, 2004) on Argas persi-
cus. Regarding Ornithodoros sp., the studies available are the work
of Chinzei and Minoura (1988) and Salat et al. (2010) on O. moubata,
the work of Need and Butler (1991) on Ornithodoros turicata and
Ornithodoros talaje, and the studies carried out by our own team on
O. erraticus and O. moubata. In these contributions, the protective
efficacy of both salivary and concealed antigens has been examined.
Concealed antigens
The first study with this type of antigen in soft ticks was
performed by Chinzei and Minoura (1988), who immunized
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Table 1
Vaccine trials using concealed and salivary antigens from soft ticks.
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– Tissue extract – CD1 mouse 27% reduction in tick
survival
O.  turicata
Gut – Tissue extract – CD1 mouse No protection Need and
Butler (1991)Internal organs,
not gut
– Tissue extract – CD1 mouse No protection
Salivary antigens
Argas polonicus SGE – Salivary gland
extract
– Pigeon No protection Dusbábeck
et al. (1990)
Argas persicus SGE – Salivary gland
extract
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Román
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Table  1 (Continued )
Species Antigen name Protein identity Protein type Protein
function
Host Protection Reference
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Om44 – Native P-selectin
antagonist
















rOmENO Enolase Recombinant Glycolytic
enzyme










Rabbit 23% reduction in
female fertility,





rOmAPY Apyrase Recombinant Anti-platelet
aggregation
Rabbit 26% reduction in
female fertility,
16% increase in adult
mortality
(E = 27.2%)a
rOmMOU Mougrin Recombinant Disaggregin Rabbit 32% reduction in
female fecundity
(E = 43.2%)a
O. talaje SGE – Salivary gland
extract




a Vaccine efficacy (E) was  calculated as E = 100 (1 − S × F), where S and F respectively represent the reduction in female survival and fertility in ticks fed on vaccinated
rabbits as compared to those fed on control rabbits (treated with the adjuvant only).
rabbits with egg vitellin and obtained a protective response that
reduced female fecundity by 50%. Most likely, the protective mech-
anism would have been exerted by host antibodies specific to
vitellin/vitellogenin passing from the tick midgut lumen to the
haemolymph, where they would have bound to haemolymph-
borne vitellogenin thus blocking vitellogenin uptake by oocytes in
the ovary (Ben-Yakir, 1989; Chinzei and Minoura, 1988; Gudderra
et al., 2002; Horigane et al., 2010; Kopacek et al., 2000).
Soon after, Need and Butler (1991) immunized CD1 mice with
protein extracts from midgut and from the remaining internal
organs obtained from both O. turicata and O. talaje ticks. The lar-
vae of these two species were allowed to feed on vaccinated mice
and while no effect on the larvae of O. turicata was observed, the lar-
vae of O. talaje had an increased mortality rate of up to 29%. Since
host antibodies (mainly IgG1) were detected in the haemolymph
of the larvae of both species, the authors attributed the protec-
tive response against the long feeding O. talaje larvae to cellular
immune effectors. Although this observation is correct, the role of
antibodies in conferring protection should not be underestimated.
Protection may  have been associated to higher antibody quality
(affinity vs.  avidity) instead to higher antibody titre (Vidarsson et al.,
2014) or higher antibody exposition as a consequence of prolonged
feeding behaviour. Moreover, protection could have been greatly
determined by the particular epitopes (protective or not) that were
actually presented and recognized by the host immune system in
each antigen preparation. A real example of this is commented
below (Manzano-Román et al., 2015).
In 1995, our group began the studies on soft-tick concealed anti-
gens by immunizing pigs with soluble extracts of haemolymph,
synganglion, coxal glands and midgut from O. erraticus (Astigarraga
et al., 1995). In these experiments, we did not observe any adverse
effect on O. erraticus specimens fed on the vaccinated animals. The
lack of protection was  attributed to the unwanted removal of the
membrane proteins from the antigenic extracts during their prepa-
ration procedure since, according to the criteria described before,
membrane proteins (and particularly those expressed on the lumi-
nal surface of enterocytes) would have been the most adequate
vaccine candidates.
Subsequently, Manzano-Román (2002) confirmed the above-
mentioned hypothesis as he observed the following. Extracts of
membrane proteins from the midgut epithelial cells of O. errati-
cus induced protective responses in pigs, rabbits and mice that
reduced females feeding and fecundity by up to 50% and, addi-
tionally, caused up to 80% mortality in nymphs fed on vaccinated
animals during the first 72 h post-feeding. The antigen responsi-
ble for protection was  a 45 kDa protein (Oe45) expressed on the
luminal surface of midgut epithelial cells between 24 and 72 h
post-feeding. The protective mechanism involved the fixation and
activation of the host complement system onto the membrane
of enterocytes by anti-Oe45 antibodies. This caused enterocyte
lysis and midgut damage in a similar way  to what was observed
for the commercial anti-tick vaccines based on the Bm86 antigen
(Manzano-Román et al., 2006, 2007).
The high level of protection achieved with the enterocyte mem-
brane antigens of O. erraticus encouraged us to test the protective
potential of a similar antigenic extract from O. moubata (García-
Varas, 2004). With this species, the protective effect was  lower and
essentially consisted of a 40% decrease in feeding and reproduction
without affecting tick survival. At the time, the absence of tick letha-
lity was attributed to the fact that O. moubata secretes coxal fluid
while it is still feeding whereas O. erraticus does so after detach-
ment. Accordingly, in O. moubata the ingested blood could reach the
midgut ceca in a sufficiently concentrated form to prevent antibod-
ies and complement factors from diffusing to the luminal surface
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of the enterocytes and reaching their target antigen (García-Varas,
2004).
Finally, in two recent studies our team investigated the protec-
tive value of the O. erraticus and O. moubata subolesin orthologues.
Subolesin was first discovered as a protective antigen in Ixodes
scapularis (Almazán et al., 2003). Later, it was demonstrated that
subolesin is an orthologue of insect and vertebrate akirins, which
are evolutionarily conserved proteins that function as transcrip-
tion factors in the regulation of gene expression thus affecting
numerous processes such as feeding, fertility and tissue develop-
ment (Galindo et al., 2009; Goto et al., 2008). Moreover, subolesin
was found to be functionally involved in innate tick immu-
nity to pathogens and in the infection and multiplication of
some pathogens such as Anaplasma phagocytophilum, A. marginale,
Babesia bigemina and Borrelia burgdorferi (de la Fuente et al., 2013).
Subolesin gene knockdown by RNAi and vaccination with recom-
binant subolesin/akirin has a profound effect on tick infestations
reducing tick numbers, weight and oviposition, as well as on
tick infection with different tick-borne pathogens. Additionally,
subolesin/akirin orthologues share common structural and protec-
tive epitopes in different arthropod vector species including hard
ticks, mosquitoes, sand flies, poultry red mites and sea lice. This
highlights the potential of subolesin/akirin-based vaccines for the
control of vectors and vector-borne pathogens (de la Fuente et al.,
2011, 2013; Moreno-Cid et al., 2013).
Regarding the protective value of subolesin against soft ticks, we
observed that knocking down the subolesin gene orthologues in O.
erraticus and O. moubata by RNAi inhibited tick oviposition by more
than 90% without affecting tick feeding and survival. However,
vaccination with the corresponding recombinant proteins induced
robust but low protective humoral responses (5–24.5% reduction
in oviposition) (Manzano-Román et al., 2012b).
Trying to explain the reason for this low degree of protec-
tion, it was later observed that vaccination with whole subolesin
recombinants induced non-protective antibodies mainly directed
to immunodominant linear B-cell epitopes located on highly struc-
tured regions of the subolesin protein. Structured regions are likely
unrelated to the subolesin biological activity, while the unstruc-
tured/disordered regions of the protein, which are assumed to
contain the functional site, were not recognized by the vaccine-
induced antibodies. Subsequently, four synthetic peptides from
the unrecognized/disordered regions of the Ornithodoros subolesin
sequences were designed, synthesized and coupled to keyhole
limpet haemocyanin (KLH). Vaccination with KLH-peptide conju-
gates induced the synthesis of specific antibodies that recognized
linear B-cell epitopes located on the unstructured loops of the
subolesin proteins and provided up to 70.1% and 83.1% vac-
cine efficacies against O. erraticus and O. moubata, respectively
(Manzano-Román et al., 2015). These results demonstrated that the
protective effect of subolesin-based vaccines was highly depend-
ent on the particular epitope being recognized by antibodies and
strongly suggest that the biological activity of subolesin is exerted
through its unstructured regions, in accordance with recent find-
ings by de la Fuente et al. (2013), Merino et al. (2013) and
Moreno-Cid et al. (2013).
Overall, these results contribute to our understanding of the
mechanism of protection of subolesin-based vaccines. They point
to additional protective peptides for inclusion in the array of can-
didate antigens and expand the range of target organisms for
subolesin/akirin-based vaccines against soft ticks.
Salivary antigens
In general, the few vaccine trials performed to date with sali-
vary antigens have reported highly variable protection efficacies.
Need and Butler (1991) reported 16% mortality in O. talaje larvae
fed on CD1 mice vaccinated with a salivary gland extract (SGE)
from that species, similar to the mortality rate observed in mice
immunized by natural contact. More recently, Salat et al. (2010)
evaluated the protective potential of recombinant OmC2 cystatin
from O. moubata in C3H/HeN mice and found 15% increase in mor-
tality and 39% reduction in the feeding of O. moubata nymphs-1 fed
on vaccinated mice.
Regarding the studies on soft tick salivary antigens carried out by
our team, these were begun by vaccinating pigs with SGE obtained
from O. erraticus and O. moubata (Astigarraga et al., 1995).
Vaccination with O. erraticus SGE induced highly variable pro-
tective responses, the best of them attaining a 50% reduction in
the feeding and fecundity of females. These results clearly showed
that at least in O. erraticus it was  possible to induce protective
responses using salivary antigens. The protection was  associated
to several silent antigens of the SGE (namely, three proteins of 70,
50 and 20 kDa) that were specifically recognized by the humoral
immune response of the SGE-vaccinated pigs but not recognized
by the humoral response of unprotected pigs sensitized by natural
parasite contact (Astigarraga et al., 1995). Subsequently, to iden-
tify antigens able to induce uniform humoral protective responses,
Manzano-Román (2002) purified these three proteins from the SGE
and tested them individually in new vaccine trials. All pigs vacci-
nated with either the 70 kDa or 50 kDa antigens developed antibody
responses that specifically recognized the inducing antigen. How-
ever, these responses did not protect precluding the usefulness of
these antigens as vaccine candidates. By contrast, only a part of all
the pigs vaccinated with the 20 kDa antigen were able to develop
a specific antibody response to it. This response was protective
and reduced female feeding and subsequently female fertility by
up to 50%. However, most pigs vaccinated with the 20 kDa anti-
gen were unable to develop a detectable antibody response to this
antigen (regardless of the dose, the adjuvant used or the mode of
administration) and none of these pigs were protected. From these
observations it was concluded that protection can be achieved after
the antibody-mediated neutralization of a particular silent salivary
antigen (such that of 20 kDa). This antigen seems to be strongly
protected from being recognized by the host immune system,
as suggested by the difficulties encountered in inducing humoral
responses to it in all the vaccinated animals thus limiting its efficacy
as vaccine candidate (Manzano-Román, 2002). The disadvantages
and limitations of these three salivary antigens avoided further
sequence and functional characterization. Thus, their sequences
and functions as well as how the 20 kDa antigen evades its recog-
nition by the immune system remain unknown.
Regarding O. moubata, pig vaccination with SGE induced very
homogeneous protective responses causing 60% to 70% reductions
in adult tick feeding and female oviposition. All vaccinated ani-
mals recognized a protein of 44 kDa (hence the name Om44), which
was never recognized by the host immune system during natural
parasite contact (Astigarraga et al., 1995).
Subsequent studies revealed that purified Om44 induced in pigs
and rabbits a protective response that inhibited tick feeding by up to
54% and the protective effect increased with successive O. moubata
infestations (García-Varas et al., 2010). Thus, Om44 must be a silent
salivary antigen according to the concept introduced by Kotsyfakis
et al. (2008). Functional characterization of Om44 showed that it is
an antagonist ligand of host P-selectin. Accordingly, Om44 probably
inhibits the host haemostatic and inflammatory response triggered
at the tick bite lesion by the interaction between P-selectin on
activated endothelial cells and platelets and its receptor on leu-
cocytes, the PSLG-1 molecule (Cleator et al., 2006; García-Varas
et al., 2010). Since this response could prevent tick feeding, block-
ing the P-selectin/PSGL-1 interaction at the tick bite site seems to
be critical for O. moubata to complete its feeding. These results rep-
resented the first evidence of a new anti-haemostatic mechanism
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of hematophagous vectors and led Om44 to be assigned the place
of an important candidate for vaccine development.
The identification of Om44 was repeatedly attempted by mass
spectrometry without success. Mass spectrometric data clearly
showed that Om44 was not an orthologue of already established
P-selectin ligands including PSGL-1 and pentraxin 3. However, the
results of some of the analyses performed suggested that Om44
could be an isoform of enolase (García-Varas et al., 2010; Pérez-
Sánchez et al., 2010). Since significant amounts of secreted enolase
had been found in the saliva of O. moubata ticks (Díaz-Martín et al.,
2013a), this protein was cloned and functionally characterized. The
results of this study showed that secreted salivary enolase acts as
a profibrinolytic receptor of host plasminogen confirming that it
was not the identity of Om44. Additionally, vaccination of rabbits
with recombinant enolase induced partial protective responses
(18% reduction in oviposition and up to 20% nymphal mortality)
differed from those induced by Om44 (Díaz-Martín et al., 2013b).
In order to identify Om44, more recently self-assembled protein
microarrays from an O. moubata salivary gland expression library
were screened using P-selectin and anti-Om44 polyclonal serum as
probes. The results of these experiments indicated that Om44 was
a salivary secreted phospholipase A2 (GenBank KC908103.1) that
binds to P-selectin through protein-protein interactions without
the involvement of glycan moieties (Díaz Martín, 2014; Manzano-
Román et al., 2012c).
Moreover, random sequencing of the above expression library
allowed us to identify two additional anti-haemostatic salivary pro-
teins of O. moubata, in particular an apyrase (GenBank KC908110.1)
and a disaggregin (named as mougrin) that is orthologous to the
savignyigrin of O. savignyi (GenBank KC908105.1). Vaccination of
rabbits with the recombinant forms of these three salivary pro-
teins (elicited individual protective efficacies between 27% and
44% (Table 1). These results indicate that O. moubata salivary anti-
haemostatics are suitable antigen candidates for the development
of anti-tick vaccines that deserve further studies (Díaz Martín,
2014).
Overall, these results confirm that soft tick salivary antigens
are able to induce protective immune responses when adminis-
tered individually. Such protection essentially consists of the partial
inhibition of blood feeding and subsequent reduction in female fer-
tility, most likely as a consequence of the antibody-mediated loss
of function of the target antigen at the tick-host interface.
Although exploring additional adjuvants and immunization
protocols would probably increase the protective efficacies of these
antigens, our opinion is that a main factor limiting the protec-
tion achieved with these vaccines (based on recombinant salivary
antigens administered individually) is the complexity, multiplic-
ity and functional redundancy of tick saliva composition, which
would compensate the vaccine-mediated loss of function of the
target antigen with non-targeted salivary proteins exerting redun-
dant functions (Chmelar et al., 2012; Kazimírová and Štibrániová,
2013; Wikel, 2013; Willadsen, 2008). Hence, the use of vaccines
formulated with several target antigens would likely increase the
protective efficacy of such vaccines.
In addition, the identification of the protective epitopes on those
antigens would allow the construction of chimeric recombinant
antigens in order to simultaneously target redundant anti-
defensive mechanisms in ticks. Accordingly, the results described
here could serve as a starting point to search for protective epitopes
in immunogenic proteins from argasids (such as phospholipase A2,
apyrase and mougrin) that have functional orthologues in ixodids
to identify similar or conserved protective epitopes. The identi-
fication and inclusion in a chimeric recombinant antigen of such
epitopes would offer the possibility of obtaining broader-spectrum
vaccines that could be useful for the control of a greater number
of vectors and by extension the pathogens they transmit (de la
Fuente, 2012; Merino et al., 2013; Parizi et al., 2012; Prudencio
et al., 2010).
According to Sikic and Carugo (2010), the increasing potential
of new computational tools for selecting proteins with specific
functions can aid in large-scale analyses for the identification of
potential new antigen targets for vaccines. This could also be
applied to the identification and designing of synthetic epitopes
conserved in redundant protein families.
Future prospects and new strategies for the identification of
novel protective antigens
In his review on anti-tick vaccines, Willadsen (2008) analyzed
the three main types of experimental approaches traditionally used
for identifying useful vaccine antigens in ticks: i.e.,  the immunologi-
cal one, based on studying antigens that elicit an immune response;
the functional one, based on identifying tick factors important for
the parasite’s function and survival and then evaluating them as
potential vaccine antigens; and biochemical fractionation, based
on evaluating progressively simpler protein mixtures by host vac-
cination and parasite challenge trials.
Currently, the increasing availability of tick genomic, transcrip-
tomic and proteomic sequences in public data bases (namely:
VectorBase, The Gene Index Project, CattleTickBase) together with
the development and application of new technologies of large-
scale analysis (NGS, RNAseq, microarrays, etc.) is driving the rapid
transition from the above-mentioned traditional approaches for
protective antigen identification to new strategies based on reverse
vaccinology, which constitute a very important part of the emerg-
ing field of vaccinomics (Aljamali et al., 2009a, 2009b; de la Fuente
and Merino, 2013; Flower et al., 2010; Guerrero et al., 2012;
Manzano-Román et al., 2013; Maritz-Olivier et al., 2012; Oliveira
et al., 2013; Ribeiro and Arcà, 2009; Ribeiro et al., 2011, 2012).
These holistic approaches analyze the interactions between
hosts, ticks and pathogens, obtaining genomic, transcriptomic,
proteomic, immunological and metabolic information (systems
biology) that is later integrated and analyzed in silico to perform
a theorical, hypothesis-driven selection of candidate vaccine anti-
gens (Nakaya et al., 2012; Six et al., 2012). The resulting candidate
antigen list can then be progressively reduced by carrying out rel-
atively simple and cost-effective experimental assays in order to
select those with the highest protective potential. One of these
assays is the RNAi-mediated gene knockdown (de la Fuente et al.,
2010; Manzano-Román et al., 2012b, 2012c). In spite of its limita-
tions, which include the potential incongruity between RNAi loss of
function phenotypes and vaccine efficacy of the involved proteins
in vivo (Nijhof et al., 2007), RNAi has demonstrated a great potential
in the context of screening genomic and transcriptomic data from
arthropod ectoparasites becoming an attractive post-genomic tool
to inform the selection of vaccine candidates (Marr et al., 2014).
Selected candidates could then be obtained as recombinant pro-
teins and validated as protective antigens in animal vaccination
trials, and their function and protective mechanism could be char-
acterized (de la Fuente and Merino, 2013) (Fig. 1).
The application of these new strategies to soft ticks has just
begun. The scant transcriptomic and proteomic data currently
available are limited to the salivary glands and/or saliva of half a
dozen species (Díaz-Martín et al., 2013a; Francischetti et al., 2009;
Ribeiro et al., 2012) while no “omic” data from any other tissue or
organ from soft ticks have been obtained.
Some available comparative analyses of the soft and hard
tick sialomes indicate that the major families of salivary pro-
teins are conserved between tick families encouraging the search
for conserved protective antigens (Mans et al., 2008). Obtaining
and analysing sialomes from more soft tick vectors will provide
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Fig. 1. Reverse vaccinology approaches for the identification and validation of soft tick protective antigens. When searching for suitable vaccine candidates a number of
desirables attributes might be taken into consideration. Currently, tick midgut and salivary glands are being prioritized as the most appropriate sources of protective antigens.
The  transcriptomic, proteomic and immunological data from the targeted organ or tissue are integrated and analyzed in silico performing a theorical selection of vaccine
candidates. The resulting candidate antigen list can be progressively reduced by applying experimental tools (i.e., RNAi) that may  inform on antigens with high protective
potential. Selected candidates are obtained as recombinant proteins and validated as protective antigens in animal vaccination trials. a Salivary antigens from females are
prioritized in order to target feeding (and fecundity) in this developmental stage. b For midgut antigens, vaccine-derived deleterious effects can be independent of the antigen
function if the antigen acts as an anchor for host immune effectors such as antibodies and complement (i.e., Bm86).
valuable data to identify new vaccine candidates including poten-
tial dual-action antigens if proved that they are secreted into saliva
and so that exposed to host in natural contact. Hence our group
applied proteomics to study the saliva of O. moubata unveiling
notable differences in the saliva composition between females and
males as well as a high ratio of intracellular housekeeping proteins
that were secreted to saliva by non-classical ways, which signifi-
cantly increased the expected range of salivary proteins exposed to
the host immune system during natural infestations (Díaz-Martín
et al., 2013a). Moreover, we developed Nucleic Acid Programmable
Protein Arrays (NAPPA) from an O. moubata salivary gland cDNA
expression library to study protein interactions and functions in a
high-throughput format and cell-free system. As mentioned previ-
ously, the screening of these microarrays allowed identifying some
new salivary protective antigens (Manzano-Román et al., 2012b).
As highlighted in “Desirable attributes in candidate antigens
for the development of anti-tick vaccines”, a number of current
research programmes are prioritizing the identification of pro-
tective antigens that are expressed in the midgut membranes of
hard ticks. This should be also a priority for soft ticks but the
absence of argasid genomes and argasid midgut transcriptomes
and proteomes is precluding the application of reverse vaccino-
logy strategies to the identification of intestinal protective antigens.
Therefore, obtaining and analysing midgut transcriptomes and pro-
teomes from soft tick vectors is urgently needed. This information
will facilitate basic knowledge about the biology of these para-
sites and their relationship with hosts and tick-borne pathogens.
This information will also permit comparisons to ixodid midgut
transcriptomes and proteomes and probably the identification of
conserved antigens in both tick families allowing the selection
of target antigens. The combination of key midgut and salivary
antigens will facilitate development of wide-range highly effective
vaccines for the control of ticks and the diseases they transmit.
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